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Aus dem Botanischen Institut der Universität Heidelberg 


BEITRÄGE ZUR PHYSIOLOGIE DER VERHOLZUNG 


Von 
Hans REZNIK 


Mit 16 Textabbildungen 
(Eingegangen am 29. Oktober 1959) 


A. Einleitung 

Die Anwendung radioaktiver Isotope hat nicht nur unsere Kenntnis 
des Intermediärstoffwechsels in Pflanzen vertieft, sondern sie hat 
auch unserem Bild von den Zusammenhängen des Sekundärstoffwech- 
sels eine neue Basis gegeben. Dank dem Radiokohlenstoff haben wir 
erste Einblicke in die Biogenese der Terpenoide (SANDERMANN 1959, 
ARIGONI 1958, STANLEY 1959), der Alkaloide (MorHEs 1959, Sammel- 
bericht), der Flavonoide (GEISSMAN u. SWAIN 1957, WATKIN, UNDER- 
HILL u. NEIsH 1957, GRISEBACH 1957, 1959, REZNIK u. URBAN 1957) 
und der Cumarine (REZNIK u. URBAN 1957, Reıp 1958, WEYGAND u. 
Wenpr 1959) erhalten, um nur die wichtigsten der von Monat zu Monat 
sich häufenden Befunde zu nennen. Einigen Erfolg haben die Isotopen- 
methoden auch in der Biochemie des Lignins gehabt, worüber der von 
KRATZL u. BILLEK (1959) herausgegebene Sammelband ,,Biochemistry 
of wood“, eine Zusammenstellung der auf dem 4. Internationalen Kon- 
greß für Biochemie 1958 gehaltenen Vorträge über die Ligninbildung, 
beredtes Zeugnis ablegt. 

Aufgabe des vorliegenden Artikels soll es sein, einen Bericht über die 
Applikation 14-C- und 3-H-indizierter Ligninvorstufen und deren phy- 
siologisches Verhalten zu geben. Die hier mitgeteilten Daten stellen 
eine Ergänzung zu Veröffentlichungen über die Ligninbiosynthese dar, 
die in den letzten Jahren erschienen sind (FREUDENBERG, REZNIK, 
Fucus u. REICHERT 1955, FREUDENBERG 1956). 

Diese Publikationen hatten vor allem Aussagen über die Biogenese 
und über die Struktur des Lignins zum Inhalt. Im folgenden sollen mit 
der Auswertung der Mikroautoradiogramme Fragen von vornehmlich 
physiologischem Interesse angeschnitten werden. Es ist ja bei ‚‚tracer‘‘- 
Versuchen keineswegs gleichgültig, in welcher Konzentration, unter 
welchen Pufferungsbedingungen und auf welchem Wege die markierte 
Lösung an den Ort des Geschehens gelangt. Sich widersprechende Re- 
sultate zweier verschiedener Arbeitsgruppen am gleichen Objekt werden 
häufig auf die verschiedene Art des Versuchsansatzes zurückgeführt 
werden können. Wie verschieden eine Pflanze reagieren wird, je nach- 
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dem, ob die ,,tracer‘‘-Lôsung in die Leitungsbahnen des aufsteigenden 
oder im anderen Falle des absteigenden Saftstromes gelangt, ist jedem 
in der physiologischen Pflanzenanatomie Bewanderten klar. Es ist 
daher meines Erachtens unbedingt notwendig, bei jedem zur Erhellung 
der Biogenese angesetzten Isotopenexperiment auch über die ,,Begleit- 
umstände‘“ nähere Angaben zu machen. 


B. Material und Methoden 


1. Für die Untersuchungen, die in den Jahren 1954—1957 ausgeführt wurden, 
haben wir folgende Pflanzen verwendet: 

Picea excelsa. Etwa 300 2—3jährige Fichtenbäumchen wurden im März in 
große Blumentöpfe gepflanzt, die z.T. im Freiland in den Boden eingesenkt, 
z. T. in einem hellen Gewächshaus aufgestellt waren. 

Castanea vesca. 100 3jährige Edelkastanien, Kulturbedingungen gleich denen 
von Picea. 

2. Radioaktive Substanzen. Da die Versuche in enger Zusammenarbeit mit dem 
Arbeitskreis von Prof. FREUDENBERG erfolgten, stand uns ein reichhaltiges Sorti- 
ment 14-C- und 3-H-markierter Verbindungen zur Verfügung. (Über die Synthese 
der Verbindungen s. Fucus 1955). 


Wir wählten für unsere Serien folgende aus: 





Spezifische Radio- 





Name Aktivität | Chemische 
mC/mM % 
I | 1-Phenylalanin-14-C (G). . . 9,0 os 
II | p-Cumarsäure-B-14-C . . . . sd 99 
III | Gluco-p-cumarsäure-(B-14-C) . + * 


IV | Ferulasäure-(B-14-C) . . . . 0,6 99 
V | Gluco-Ferulasäure-(ß-14-C). . 1,0 99,5 
VI | Coniferin-(@-14-C). . . . » . 0,8 99,8 
VII | Coniferin-(B-14-C). . . . . . 1,0 * 
1,0 











VIII | Syringin-(«-14-C)...... J 99,5 
IX | Gluco-Vanillin-14-C . . . . . * u 
X | »,r-Methionin (-S-CH,T). . . * * 


* Nicht gemessen; radiochemische Reinheit größer als 96%. 


3. Prüfung der Applikationsbedingungen mit nichtradioaktivem Material. Das 
bei Fichten bereits erprobte ‚„Tauchtriebverfahren‘‘ (FREUDENBERG, REZNIK, 
Fucus und REICHERT 1955, REznık u. URBAN 1956) wurde auch bei Castanea 
vesca angewendet, mit dem Unterschied, daß bei letzterer Art nicht ein Seiten- 
zweigstück in das Kôlbchen eintauchte wie bei den Nadelbäumen, sondern die 
von der Lamia befreite, etwas gestutzte Mittelrippe eines meist an der Sproßachse 
1. Ordnung sitzenden Blattes. Das Tauchtriebverfahren war bei den Holzgewäch- 
sen die Methode unserer Wahl, weil es allein eine hinreichende und verhältnis- 
mäßig ungestörte Stoffaufnahme ermöglichte. 

Die vielleicht näherliegende Methode der Aufnahme durch die Wurzel mußte 
ausscheiden, da uns orientierende Versuche belehrt hatten, wie hoch die metaboli- 
sche Aktivität der Wurzel ist. Die ihr applizierten Phenylpropane wurden zum 
größten Teil in Verbindungen umgesetzt, die für unsere auf den Lignin- und 
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IX X 


Flavonoid-Stoffwechsel hinzielenden Studien uninteressant sind. Die Wurzel ist 
„eine Werkstatt besonderer Art‘, wie MoTHEs (1955) sehr treffend sagt. 

Wir prüften in ausgedehnten Serien, deren Schilderung wir uns ersparen kön- 
nen, die für die Darbietung der Stoffe geeigneten Konzentrationen und Pufferungs- 
bedingungen und fanden die in Tabelle 1 gegebenen Daten besonders vorteilhaft. 

4. Die Applikation der markierten Verbindungen. In die Tauchtriebkélbchen 
(s. S. 337) wurden je nach Größe derselben 0,5—1,0 ml der dargebotenen Lösungen 
einpipettiert und in 24stündigem Intervall die Abnahme der Flüssigkeit in den 
Gefäßen gemessen; wenn es erforderlich war, wurden die Kélbchen wieder nach- 
gefüllt. Die Geschwindigkeit des Aufsaugens erwies sich als eine Funktion der 
Luftfeuchtigkeit und der Insolation und war damit den Transpirationsgrößen 
korreliert. 


23* 
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Zwischen den Aufsaugegeschwindigkeiten der nichtmarkierten und der radio- 
aktiv markierten Lösungen existierten keine Unterschiede. Die Kélbchen von den 
Gewächshausfichten waren nach 4—6 d, die der Freilandfichten nach 5—9 d leer- 
gesaugt. Länger dauerte die Stoffaufnahme bei Castanea, hier benötigten die Ver- 
suchspflanzen des Gewächshauses 14—15 d, die des Freilandes 9—16 d. Uber die 
Geschwindigkeit der Stoffaufnahme orientiert uns Tabelle 2. 

Nach der Verabreichung der radioaktiven Lösungen, die in den Monaten Juni 
und Juli erfolgte, wurden die Bäume weiterhin im Wachstum belassen und erst 

nach Beendigung der Holz- 
Tabelle 1 bildung im September bis 

















T : November abgeschnitten 
ala Komen (olarita „Ei, und in folgender Weise 
mg/ml M auf px weiterbehandelt: 

5 Es interessierte uns in 
Phenylalanin Eee u 0,59 0,0035 5,6 erster Linie jener Abschnitt 
en Br A meen on des Hauptsprosses, der sich 
Gluco-p-Cumarsäure . 2 0,0061 | 6,6 von etwa 30 mm unterhalb 
Gluco-Ferulasäure . . 5 0,014 6,3 der Einmündungsstelle des 
p-Coniferin . . . . . 2 0,0053 6,8 Tauchtriebes (,,Tauchtrieb- 
D-Syringin . . . . . 2 0,0051 6,8 ansatz‘) bis zum Wipfel 
Gluco-Vanillin . . . . 4 0,013 6,5 erstreckte. Dieses Haupt- 
L-Methionin . . . . . 2 0,013 6,7 stammstück war etwa 150 

bis 170 mm lang. Von ihm 
Tabelle 2. Saugleistung der Tauchtriebe wurden in 3 verschiedenen 





. Höhen kleine Proben zur 
ane Ya Minimum | Maximum Herstellung wu Sproß- 
nd =F achsenquerschnitten ent- 
mi/24 Std | ml/24 Std | ml/24 Std nommen. 
1. Probe: 2mm oberhalb 














Fichte des Tauchtriebansatzes, 
Gewächshaus 0,17 0,14 0,22 we 3 
Freiland . . 0,12 0,07 0,20 s er ._. te ei 

Kastanie a es auchtrieb- 
Gewächshaus 0,05 0,04 0,05 ansatzes, 

Freiland . . 0,07 0,06 0,11 3. Probe: 10 mm unter- 


halb des Sproßgipfels. 


Die dazwischenliegenden Sproßteile wurden dem Arbeitskreis FREUDENBERG 
zur weiteren Auswertung, vor allem zur Hibbertschen Äthanolyse übergeben 
(s. S. 339). 


5. Mikroautoradiogramme. Von den Hirnschnitten fertigten wir Mikroautoradio- 
gramme nach der ,,coating-stripping‘‘-Methode an, die uns die mikrotopographische 
Analyse der Aktivitätsverteilung im Sproß gestatteten (FREUDENBERG, REZNIK, 
Fucus u. REICHERT 1955). 


Da es uns bei den Mikroautoradiogrammen im wesentlichen auf die zellwand- 
gebundenen Fraktionen, vorzüglich die Ligninfraktion ankam, legten wir die 
10—15 yw dünnen Schnitte für 4—6 Wochen in Athanol (70%ig). Diese Prozedur 
führte zur Herauslösung von zellsaft- und membrangebundenen Extraktivstoffen, 
auch das sog. ,,native‘‘ Lignin nach BRAUNS, das möglicherweise Beziehung zu den 
Lignanen aufweisen könnte, geht in die äthanolische Fraktion ein. Das zur Her- 
stellung der Mikroautoradiogramme benützte Verfahren ist in einer früheren Publi- 
kation eingehend beschrieben worden (REzNIK und URBAN 1956). 
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6. Das Tauchtriebverfahren. Die Applikationsmethode der meisten mit indi- 
zierten Verbindungen arbeitenden Laboratorien besteht darin, die Lösungen durch 
. die Schnittfläche der von der Mutterpflanze abgetrennten Sprosse aufsaugen zu 
lassen. Die radioaktiven Substanzen geraten auf diese Weise in das Xylem, also 
in die Bahnen des aufsteigenden Saftstromes. 

Zu diesem manchmal unerwünschten Modus des Transportes kommt noch, daß 
die Versuchssprosse eine häufig nur geringe Lebensdauer erreichen, sich demnach 
nur für kurzfristige Experimente (,,short term experiment‘‘ der Literatur) eignen. 





Abb. 1. Picea excelsa. Tauchtrieb mit Applikationskélbchen. D Druckausgleichrohr; 
N Nadelstiimpfe; A Ansatzstelle des Tauchtriebs; S Abdichtung mit Siliconfett 


Die oben aufgezeigten Mangel sucht das Tauchtriebverfahren zu um- 
gehen, da es mit intakten bewurzelten Pflanzen arbeitet, also fiir lang- 
fristige Fiitterungsversuche brauchbar ist. Zudem erfolgt die Stoff- 
aufnahme ohne größere Störung. Die technischen Einzelheiten sind 
einer früheren Publikation zu entnehmen (FREUDENBERG, REZNIK, 
Fucus u. REICHERT 1955). Als aufnehmende Organe fungieren die 
stumpfartig auf 1—2 mm verkürzten Nadeln (Abb. 1). Die Wundfläche 
saugt am meisten, jedoch ist nach unseren Beobachtungen auch die in- 
takte Epidermis in der Lage, wenn auch langsamer, die dargebotenen 
Lösungen einzuschleusen, ein Befund, der sich mit vielen in der Literatur 
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aufgeführten Beobachtungen deckt (s. z. B. MoTHEs u. TREFFTZ 1954, 
TREFFTZ 1956, FRANKE 1957, Boynton 1954) und seit der gegliickten 
Darstellung der Ektodesmen durch SCHUMACHER u. Mitarb. (1957) an 
Aktualität gewonnen hat. 

Die durch die Nadeln aufgenommenen Lösungen werden nun in den 
absteigenden Saftstrom des Tauchtriebes und, soweit der Tauchtrieb 
eine Achse 2. Ordnung war, auch in den absteigenden Saftstrom der 
Achse 1. Ordnung eingeschleust. 

Unsere im Bereich der Tauchtriebe aufgenommenen Mikroautoradio- 
gramme ergaben immer eine exzessive Radioaktivität im Phloém. An 
der Überführung der indizierten Verbindungen in den Assimilatstrom, 
mit dessen Geschwindigkeit dieselben wanderten, waren in den Nadeln 
die Zellen des Transfusionsparenchyms besonders beteiligt (REZNIK u. 
URBAN 1956, Reznrk 1959). Mit der Struktur und der Funktion des 
Transfusionsparenchyms haben sich HuBER (1948) und LEDERER (1955) 
beschäftigt. 

Die im Assimilatstrom wandernden ,,tracer‘‘-Substanzen gelangen 
an den Tauchtriebansatz; dort geraten sie in den Wirkungsbereich der 
Cambialaktivität des Hauptsprosses; die Verbindungen, soweit sie als 
Ligninprogenitoren geeignet sind, werden zum größeren Teil in jenen 
Abschnitten des Holzkörpers der Hauptachse in die Zellwand eingebaut, 
die unmittelbar über dem Tauchtriebansatz liegen. 

Hierüber haben uns Mikroautoradiogrammserien belehrt. Es ist nach 
der Aktivitätsverteilung sehr schwer, anzunehmen, daß eine Wanderung 
im Transpirationsstrom, also im reifen Xylem, bevorzugt stattgefunden 
habe. Die Wipfelregion enthält nämlich meist weniger als !/., der RA 
des Hauptsprosses. \ 

7. Ligninkriterien. Durch ein Mikroradioautogramm mit positivem 
Befund ist zunächst festgestellt, daß die eingegebene markierte Substanz 
sich in der zellwandgebundenen Fraktion der RA wiederfindet, die zum 
größten Teil mit der Ligninfraktion identisch ist. Der Vorteil der auto- 
radiographischen Methode beruht darin, daß eine eindeutige histologi- 
sche Lokalisation der Strahlung möglich ist. Andererseits sagen die 
Schwärzungszonen nichts über den chemischen Charakter der strahlen- 
den Substanz aus. Man kann ihn durch fraktionierte Lösungsversuche 
erschließen (s. diese Arbeit, S. 336). Die Anwendung weiterer Lignin- 
kriterien ist unumgänglich. 


FREUDENBERG u. BITTNER (1953) sowie FREUDENBERG, REZNIK, Fucus u. 
REICHERT (1955) wandten zuerst D-Coniferin-carbinol-14C als Progenitor an. Die 
endständige markierte Carbinolgruppe konnte durch Formaldehyd-Abspaltung 
aus dem Lignin in radioaktiver Form gewonnen werden. Wurden kernnah mar- 
kierte Phenylpropane eingesetzt («-markierte Zimtalkohole, ß-markierte Zimt- 
säuren), wie dies z. B. bei Brown u. NeısH 1955, 1956, Brown, WRIGHT u. NEISH 
1959 realisiert war, so konnte die von FREUDENBERG, LAUTSCH u. ENGLER (1940) 
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eingeführte Oxydation des Coniferen-Lignins mit Natrium-m-nitrobenzolsulfat zu 
Vanillin bzw. des Laubholzlignins zu Vanillin und Syringaaldehyd vorgenommen 
“werden, die im Falle der Eignung der gegebenen Phenylpropane zum Lignin- 
progenitor radioaktive Aldehyde ergeben sollte. Dieses Verfahren, so glatt es auch 
verläuft, ist nicht völlig befriedigend, weil es keine Aussage darüber zuläßt, ob die 
C,—C,-Einheit als integres Ganzes oder ob eventuell Bruchstücke, etwa C,—C,, 
in das Lignin eingebaut werden. Auch besteht keine Differenzierungsmöglichkeit 
zu eingebrachtem markiertem Vanillin, das sich ebenfalls in der zellwandgebunde- 
nen Fraktion wiederfindet. 
KrATzL u. SCHWERS (1954) gebührt das Verdienst, die 1939 von HıBBERT 
u. Mitarb. praktizierte Äthanolyse als Ligninkriterium wieder eingeführt zu haben. 
Das Holz, durch Extraktion und Trocknung vorbereitet, wird fein gemahlen und 
mit äthanolischer Salzsäure aufgeschlossen. 


Bei dieser schonenden Depolymerisation entstehen in der wasser- 
löslichen Fraktion die sog. Hibbertschen Körper, Guajacylketole von 
folgender Struktur: 


CH, CH, 
| | 
H—C—O—C,H, C=O 
| | 
C=O C=O 
| —» | 
@ N) 
| || 
| I | Il 
ae NOCH, ¥* NOCH, 
OH OH 
a-Âthoxypropioguajacon Vanilloylacetyl 


Die Messung der RA findet vor allem an Vanilloylacetyl statt, in 
welches sich das a-Âthoxypropioguajacon durch Oxydation umwandeln 
läßt. Die Körper repräsentieren hinsichtlich des Kohlenstoffs die integre 
C,-C,-Struktur des Lignins. 


Bei den vorliegenden Versuchen wurden die Holzproben zur weiteren Auf- 
arbeitung für die Chemie des Holzes und der Polysaccharide (Direktor: Prof. 
K. FREUDENBERG) übergeben. Welche Resultate die Hibbertsche Äthanolyse ge- 
zeitigt hat, ist in der Beschreibung der Einzelversuche sowie in der Diskussion 
(Abschnitt D, S. 352) nachzulesen. 


C. Einzelversuche 
Versuch 1: Phenylalanin bei Picea excelsa. 


0,65 ml einer 0,0035 M-Lésung von markiertem Phenylalanin wurden vom 
19.—25. 7. 55 appliziert. Am 1. 10. 55 fertigten wir Querschnitte durch die Achse 
des Hauptsprosses, 5 mm oberhalb der Tauchtriebmündung an. 

Die Auswertung des Mikroautoradiogramms (Exposition vom 20. 10. 
bis 7. 11. 55) ergab folgendes Bild über die Verteilung der RA in diesem 
Sproßabschnitt (s. Abb. 2). Die RA ist in einer engbegrenzten Zone des 
Xylems 1955 lokalisiert. Vereinzelte Strahlungsnester von geringer 
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Intensität sind auch im Xylem 1954 zu erkennen. Im Bereich der radio- 
aktiven Zone finden sich mehrere longitudinal verlaufende Harzkanäle, 
die gleichfalls stark radioaktiv sind. Im Phloém, in der sekundären Rinde 
und im Mark befindet sich keine membrangebundene Strahlung. 
Xylem 1955. Der Holzzuwachs beträgt etwa 32 Tracheiden in einer 
Radialreihe. Die stark radioaktive Zone erstreckt sich durchschnittlich 
von der 14.—19. Zelle einer Radialreihe, sie ist also etwa 4—6 Zellen breit. 





Abb. 3 


Abb. 2. Picea excelsa. Mikroautoradiogramme (Sprbßachse quer) eines Jahreszuwachses 
im sekundären Xylem, nach Applikation von markiertem Phenylalanin. Radioaktive 
Ligninzone im Sommerholz. Vergr. 250 x 


Abb. 3. Picea excelsa. Kombinationsversuch Phenylalanin + Methionin. Zwei radioaktive 
Zonen im Mikroautoradiogramm. Vergr. 100 x 


Auch die älteren Zellen des Xylems 55 (1.—14. Zelle einer Radial- 
reihe) sind in geringem Maße radioaktiv. 

Die Ende Juli und im August gebildeten Tracheiden zeigten dagegen 
keine Strahlung. 

Sehr auffällig mit RA beladen sind die radial verlaufenden Mark- 
strahlen, weiter binnenwärts gelegene Aktivitätsnester im älteren Xylem 
stehen wohl mit den Markstrahlen und deren Transportfunktion in Be- 
ziehung. Durch chemische Untersuchung der Holzproben oberhalb des 
Tauchtriebes ist es sichergestellt, daß die hier vorliegende Schwärzungs- 
zone von radioaktivem Lignin repräsentiert wird. FREUDENBERG u. 
REICHERT (mündl. Mitteilung) erhielten nach Abbau des Lignins dieser 
Probe radioaktive Hibbertsche Körper (Guajacylketole s. 8.339). Neuer- 
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dings konnten FREUDENBERG u. NIEDERCORN (1958) beweisen, daß die 
Verwandlung des Phenylalanins in Lignin über die Stufe des Coniferins 
“läuft, da nach Fütterung von C-14-Phenylalanin neben Lignin auch 
radioaktives Coniferin resultiert, das aus dem Cambialbereich von Picea 
isoliert werden konnte. Über Experimente anderer Autoren mit Phenyl- 
alanin s. die Diskussion $. 361. 

Versuch 2: Phenylalanin-4C + Methionin~* (V/V =1:1) bei Picea 
excelsa. 

Applikation: 1,0 ml L-Phenylalanin-4(G) (0,59 mg/ml = 0,0035 M) + Methio- 
nin-T (2 mg/ml= 0,013 M); 0,95 ml L-Phenylalanin-1(G). Datum: 19.—23. 7. 55. 
Einbau: ++. Baum abgeschnitten: 26. 3. 56. 

Die Sproßquerschnitte wurden 6 cm unterhalb des Sproßgipfels geführt. Mikro- 
autoradiogramme exponiert: 17. 12. 56—21. 1. 57. 

Die Mikroautoradiogramme zeigen folgendes: Die Aktivitätsvertei- 
lung unterscheidet sich von derjenigen des Phenylalaninversuches 
(Versuch 1) insofern in auffälliger Weise, als im Xylem 1955 meist zwei 
distinkte stark geschwärzte Zonen (Abb. 3) auftreten, die wir mit dem 
Faktum in Zusammenhang bringen, daß wir zwei verschiedene radio- 
aktive Verbindungen eingeflößt haben. 

Es ist sehr wohl vorstellbar, daß die äußere Zone, die hinsichtlich 
der Lokalisation dem Versuch 1 entspricht, auf die Einbringung des 
Phenylalanins zurückgeht, die innere (ältere) Zone aber auf das Methio- 
nin. Dieser Befund läßt mehrere Deutungen zu. So könnte geschlossen 
werden, daß die Löslichkeits- und Permeationseigenschaften der beiden 
Stoffe voneinander abweichen, so daß ihr Einbau in die sich bildenden 
Zellstrukturen zu verschiedenen Zeitpunkten erfolgt. Eine andere Inter- 
pretation basiert auf dem wiederholt vorgebrachten, anscheinend aber 
noch nicht allgemein akzeptierten Befund, daß der Methoxylgehalt des 
Lignins im Laufe einer Vegetationsperiode zunehmen kann. 

Soll dies so verstanden werden, daß auch bei Ligninpolymerisaten 
noch Transmethylierungen möglich sind? Eine Klärung dieser Frage 
erscheint notwendig. 

Auch im Xylem 1954, im Mark und in der Rinde finden sich Nester 
starker RA. 


Versuch 3 
p-Cumarsäure MC bei Picea excelsa: Einbau 
Applikation: 1,15 ml (1 mg/ml = 0,0062 M) 27.7.—29.7.55 ++ 
1,00 ml (1 mg/ml = 0,0062 M) 26. 7.—28.7.55 ++ 
1,00 ml (1 mg/ml = 0,0062 M) 26. 7.—29. 7. 55 a 
0,95 ml (1 mg/ml = 0,0062 M) 26. 7.—28. 7.55 ++ 
1,00 ml (1 mg/ml = 0,0062 M) 26. 7.—28. 7. 55 + 
0,80 ml (1 mg/ml = 0,0062 M) 27. 7.—28. 7. 55 + 
0,85 ml (1 mg/ml = 0,0062 M) 27. 7.—29.7.55 ++ 
1,15 ml (1 mg/ml = 0,0062 M) 27. 7.—29. 7. 55 + 
Mikroautoradiogramme exponiert: 22. 10.—26. 11. 56; 17. 12. 56—21. 1. 57. 
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Bei der Durchmusterung von 14 Radiogrammen dieser Serie gewin- 
nen wir folgendes Bild der Aktivitätsverteilung: 2 mm über der Mündung 
des Seitenzweiges (Tauchtriebes) ist eine schmale, scharf begrenzte Zone 
des Spätholzes 1955 stark radioaktiv (Abb. 4). Es handelt sich um die 
13.—17. Zellen der etwa 27 Tracheiden einer Radialreihe. Im Bereich 
der stärksten Strahlungsintensität kam es in einem eng begrenzten Be- 
zirk zu einer Störung der Holzbildung: Anstelle von Tracheiden wurden 
Harzgallen mit sehr abnorm geformten Zellen gebildet. Diese Harz- 
gallen enthalten verhältnismäßig wenig RA, was wohl darauf zurück- 
zuführen ist, daß ihre radioaktiven Lignane, die ja für derartige Struk- 
turen typisch sind, vorher extrahiert worden sind. 


In 100 mm Entfernung über dem Tauchtrieb findet sich ebenfalls 
noch eine radioaktive Zone, etwa 7—10 Reihen von der Triebgrenze 1955 
entfernt. Die Hauptmenge befindet sich dort jedoch in den longitudinal 
orientierten Harzkanälen des Xylems 1955. Diese Verteilung ist plau- 
sibel, da der Einbau der p-Cumarsäure in das Lignin verhältnismäßig 
rasch unmittelbar über dem Tauchtriebansatz vonstatten geht, also eine 
Verfrachtung in vertikaler Richtung sehr zurücktritt, wohingegen das 
in die Harzgänge gelangte und dort nicht festgelegte radioaktive Material 
einem Längstransport unterliegt. 


Durch Hibbert-Abbau ist bewiesen, daß die Tracheiden 1955 radio- 
aktives Lignin enthalten. In geringem Maße zeigen auch die Xylem- 
primanen der Markkrone (1954) sowie vereinzelte Tracheidengruppen 
(1954) RA an. Ähnlichen Befunden werden wir in allen übrigen Versuchs- 
serien begegnen. Sie sind ein Hinweis darauf, daß die Verholzung, ent- 
gegen der Lehrmeinung, auch im 2. Jahr fortgesetzt werden kann (Sıc- 
MOND 1936; s. Diskussion S. 358). 


Versuch 4 
p-Cumarsäure "14C bei Castanea: Einbau 
Applikation: 0,90 ml (1 mg/ml = 0,0062 M) 26. 7.—28. 7.55 ++ 
0,65 ml (1 mg/ml = 0,0062 M) 26. 7.—30.7.55 ++ 
0,85 ml (1 mg/ml = 0,0062 M) 27. 7.— 4.8.55 +++ 


0,90 ml (1 mg/ml = 0,0062 M) 27.7.—30.7.55 (+) 


Auch bei Castanea ergibt sich aus der Sichtung der Mikroautoradio- 
gramme, daß die zellwandgebundene RA im wesentlichen im Holz- 
zuwachs des Jahres 1955 unlöslich verankert ist. Die radioaktive Zone 
erstreckt sich über das gesamte, aus etwa 14 Zellen pro Radialreihe 
bestehende Xylem, wie Querschnitte zeigen (Abb. 5; 100 mm unterhalb 
der Spitze des Hauptsprosses geführt). Interessant ist, daß die die 
Ringporigkeit des Kastanienholzes bewirkenden großen Tracheen des 
Frühholzes besonders viel RA aufgenommen haben. Bereiche mit 
geringerer RA finden sich im Mark, in der Rinde sowie im Xylem 1954. 
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Vergr. 100 x 


Radioaktive Ligninzone im Holzzuwachs 


von p-Cumarsäure-3-"C. Vergr. 100 x 


Castanea vesca. 


5. 
1955, nach Verabreichung von p-Cumarsäure-B-14C, 


Abb. 4. Picea excelsa. Radioaktive Ligninzone nach Verabreichung 


Abb. 
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Ein chemischer Abbau des Kastanienholzes dieser Serie ergab radio- 
aktive Guajacylketole. 
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Versuch 5 
Gluco-p-Cumarsäure "1C bei Picea excelsa: Einbau 
Applikation: 0,80 ml (2 mg/ml= 0,0061 M) 20. 7.—26. 7. 55 — 
0,70 ml (2 mg/ml= 0,0061 M) 20. 7.—26. 7. 55 — 

Im auffallenden Gegensatz zur p-Cumarsäure wird das Glucosid 
nicht in das Sproßgewebe der Fichten eingebaut, wie 4 Mikroautoradio- 
grammserien mit 40 Querschnitten aus den verschiedensten Teilen der 
Hauptsproßachse beweisen. Ein gleichlautender Befund gilt auch für 
das Glucosid der Ferulasäure (s. Versuch 9, Diskussion S. 359). 

Versuch 6 

Gluco-p-Cumarsäure "4C bei Castanea: Einbau 

Applikation: 0,20 ml (2 mg/ml = 0,0061 M) 20. 7.—28. 7.55 ++ 

Die Kastanie reagiert bei diesem Versuch anders als die Fichte. Wir 
fanden eine ziemlich erhebliche RA im gesamten Xylem 1955 mit Be- 
vorzugung der großen Gefäße, in deren Wänden eine besonders starke 
Speicherung der RA wahrzunehmen war (Abb. 6). Die RA der anderen 
Achsenteile kann vernachlässigt werden, da sie sehr gering ist. Ein Ab- 
bau zum Zwecke der radiometrischen Analyse der Hibbertschen Körper 
konnte leider aus Mangel an genügend Holz nicht vorgenommen werden. 

Versuch 7 

Ferulasäure ““C bei Picea excelsa: Einbau 

Applikation: 1,00 ml (2 mg/ml= 0,0103 M) 22. 7.—25.7.55 ++ 
1,00 ml (2 mg/ml= 0,0103 M) 22. 7.—25.7.55 + 

Die Ferulasäure wird in verhältnismäßig sehr kurzer Zeit in das 
junge sekundäre Xylem des Hauptstammes eingebaut. Die Mikroauto- 
radiogramme lassen eine schmale radioaktive Zone erkennen, die etwa 
von der 16. bis zur 21. Tracheide einer Rädialreihe 1955 reicht (Abb. 7). 
Die im August gebildeten 8—12 Tracheiden je Radialreihe (das sind die 
22.—23. Zellen des Holzzuwachses 1955) sind schwach radioaktiv, des- 
gleichen die Tracheiden des Frühholzes (1.—15. Zelle je Radialreihe). 
Deutlich radioaktiv sind ferner die Markstrahlen bis in die Markkrone 
hinein, außerdem erwiesen sich dort oft die Xylemprimanen als stark 
mit RA beladen, was in der Regel mit der Insertion eines radioaktiven 
Zweiges (Tauchtrieb) zusammenhängt. ‘ 

Aus allen diesen Erscheinungen gewinnen wir, einen Befund von 
Brown und Netsu (1956) bestätigend, den Eindruck, daß die Ferula- 
säure bei der Ligninbildung ebensogut genutzt werden kann wie das 
Phenylalanin. Die Holzproben ergaben bei dem Hibbertschen Abbau 
radioaktive Guajacylketole. 

Versuch 8 

Ferulasäure -14C bei Castanea: Einbau 

Applikation: 0,50 ml (2 mg/ml = 0,0103 M) 22. 7.—28. 7. 55 _ 
0,20 ml (2 mg/ml = 0,0103 M) 22. 7.—28.7.55  — 
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Abb. 6. Castanea vesca. Mikroautoradiogramm mit radioaktiver Zone nach Applikation 
von D-Glucosido-p-Cumarsäure-8-"C. Vergr. 100 x 

Abb. 7. Picea excelsa. Mikroautoradiogramm mit radioaktiver Ligninzone nach Ver- 
abreichung von Ferulasäure-?-"C. Vergr. 100 x 
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Da uns mit Hilfe der hochempfindlichen Autoradiographie kein 
Strahlungsnachweis gelang, müssen wir annehmen, daß bei dem vor- 
liegenden Versuch keine Verwertung der applizierten Substanz bei der 
Ligninbildung erfolgt ist. Es muß jedoch hervorgehoben werden, daß 
bei beiden Bäumchen die Stoffaufnahme gestört war, ein negatives Re- 
sultat daher nicht unbedingt beweiskräftig ist. 

Versuch 9 

Gluco-Ferulasäure ““C bei Picea excelsa : Einbau 

Applikation: 0,30 ml (5 mg/ml=0,014M) 9.7.—15. 7. 55 — 
0,40 ml (5 mg/ml—0,014M) 16. 7.—25. 7. 55 — 
0,25 ml (5 mg/ml—0,014 M)  9.7.—16. 7. 55 — 
0,20 ml (5 mg/ml—0,014 M) 16. 7.—25. 7. 55 — 

Ganz entsprechend dem negativen Resultat aus dem Versuch mit 
glucosidierter p-Cumarsäure (Versuch 6), müssen wir hier feststellen, daB 
trotz vorzüglicher Stoffaufnahme keine zellwandgebundene RA nach- 
zuweisen ist. Dieser Befund gewinnt an Interesse, wenn man berück- 
sichtigt, daß das Reduktionsprodukt der Gluco-Ferulasäure, das Coni- 
ferin, die Nadelholz-Ligninvorstufe par excellence darstellt. Da, wie 
früher mitgeteilt (FREUDENBERG, REZNIK, FucHs u. REICHERT 1955), 
radioaktives Coniferin in Lignin eingebaut (s. auch Versuch 10), anderer- 
seits auch die freie Ferulasäure (s. Versuch 7) verwertet wird, könnte ge- 
folgert werden, daß die Glucosidierung in vivo erst nach der Reduktion 
des Zimtsäuren-Carboxyls einsetzt. Näheres hierüber sei der abschlie- 
Benden Diskussion vorbehalten. 

Da keine zellwandgebundene RA vorhanden ist, widmeten wir uns 
der Analyse der methanolischen Fraktion der Fichtensprosse, die wir 
40 d nach der Applikation der Tracer-Sybstanz gewonnen hatten. Eine 
papierchromatographische Auftrennung des Extraktes mit anschließen- 
der Autoradiographie ergab, daß die Hauptmenge der RA noch an die 
unzerlegte Glucoferulasäure gebunden war. In geringerem Maße war die 
deglucosidierte Ferulasäure ““C vorhanden. 


Versuch 10 
D-Coniferin “4C bei Picea excelsa : Einbau 
Applikation: 0,75 ml (2 mg/ml = 0,0053 M) 7.7.—13. 7. 55 + 
0,70 ml (2 mg/ml = 0,0053 M) 7. 7.—26. 7. 55 
0,85 ml (2 mg/ml=0,0053 M) 8.7.—26.7.55 + 
0,85 ml (2 mg/ml =0,0053 M) 8.7.—25.7.55 + 
0,95 ml (2 mg/ml =0,0053 M) 13. 7.—25.7.55 + 
0,80 ml (2 mg/ml = 0,0053 M) 13. 7.—25. 7. 55 + 
0,70 ml (2 mg/ml = 0,0053 M) 13. 7.—25. 7. 55 oe 
0,45 ml (2 mg/ml = 0,0053 M) 16. 7.—25. 7. 55 = 
0,15 ml (2 mg/ml = 0,0053 M) 13. 7.—16. 7. 55 oe 
0,70 ml (2 mg/ml = 0,0053 M) 16. 7.—25. 7. 55 + 
0,95 ml (2 mg/ml = 0,0053 M) 14. 7.—16. 7. 55 oe 
0,75 ml (2 mg/ml = 0,0053 M) 14. 7.—26. 7. 66 a 
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Es wurden insgesamt 12 Mikroautoradiogrammserien mit 120 Quer- 
schnitten ausgewertet, die folgende Lokalisation der RA im Sproß er- 
* gaben (Abb. 8): Als geschwärzter Bezirk tritt eine Zone im letzten Drit- 
tel des Holzzuwachses 1955 auf (15.—19. Zellen der insgesamt 23 Tra- 
cheiden einer Radialreihe). Außerdem sind die Markstrahlen im Bereich 
des Xylems 1955 recht stark radioaktiv. Im Frühholz 1955 ist ingerin- 
gem Maße Strahlung nachzuweisen. Was jedoch deren Gesamtintensität 
betrifft, so bleibt sie trotz vergleichbarer spezifischer Aktivitäten des 
Ausgangsmaterials deutlich hinter derjenigen der Versuche mit Phenyl- 





- 


Abb. 8. Picea excelsa. Mikroautoradiogramm mit radioaktiver Ligninzone, nach 
Applikation von pD-Coniferin-«-“C. Vergr. 270 x 


alanin, p-Cumarsäure und Ferulasäure zurück, mit anderen Worten: 
p-Coniferin wurde in unseren Versuchen nicht mit derselben Leichtigkeit 
beim Aufbau des Lignins verwendet wie die 3 Säuren, ein Befund, der 
übrigens mit den Angaben von Brown u. NEISH kongruiert, die beim 
Weizen und Ahorn nach Berechnung der Verdünnungsgrade fanden, daß 
aus Ferulasäure stärker radioaktives Lignin resultiert als aus Coniferin. 

Der Abbau des in Versuch 10 verwendeten Holzes ergab, der Erwar- 
tung entsprechend, radioaktive Hibbertsche Körper (REICHERT, münd- 
liche Mitteilung). 

Versuch 11 

L-Coniferin ““C bei Picea excelsa: 

Nach den Befunden über die in die Ligninbildung eingreifenden 
Enzymsysteme (FREUDENBERG, REZNIK, BOESENBERG u. RASENACK 
1952, REzNIK 1955) wird das Glucosid Coniferin im Cambialbereich de- 
glucosidiert, worauf die durch Peroxydasen und andere Redoxasen ge- 
steuerte Dehydrierungspolymerisation zu zunächst dimeren Körpern 
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(„sekundäre Ligninbausteine“ FREUDENBERGs) einsetzt. Da den Glu- 
cosidasen optische Spezifität (Dakin 1904) zugesprochen wird, interes- 
sierte uns das Verhalten des mit L-Glucose veresterten Coniferinalkohols 
-14C im Fütterungsversuch. Einbau 
Applikation: 0,80 ml L-Coniferin (2 mg/ml = 0,0053 M) 8. 6.—20.6.55 — 
0,75 ml L-Coniferin (2 mg/ml = 0,0053 M) 8. 6.—20. 6.55 — 
0,85 ml L-Coniferin (2 mg/ml = 0,0053 M) 8. 6.—20. 6.55 — 

In den Mikroautoradiogrammen war keine zellgebundene Strahlung 
nachzuweisen, woraus sich ergibt, daß die Glucosidasen das L-Heterosid 
nicht gespalten haben. Wir fanden das radioaktive Glucosid noch nach 
Monaten unverändert in gelöster Form im Holz- und Rindengewebe der 
jungen Fichten (Chromatographie und Isolierung). Dieses Ergebnis 
spricht dafür, daß die an der Verholzung beteiligte glucosidatische Ak- 
tivität von spezifischen ß-D-Glucosidasen herrührt. Ein gleichartiges 
Resultat erzielten wir bei Verabreichung von D-Gluco-Vanillin und 
L-Gluco-Vanillin (s. Versuch 17). 

Versuch 12 

p-Coniferin ““C bei Castanea: Einbau 

Applikation: 0,55 ml (2 mg/ml = 0,0053 M) 8. 7.—26. 7. 55 + 
1,00 ml (2 mg/ml = 0,0053 M) 8. 7.—28. 7. 55 + 
0,30 ml (2 mg/ml = 0,0053 M) 12. 7.—18.7.55 (+) 
0,40 ml (2 mg/ml = 0,0053 M) 18. 7.—25.7.55 (+) 
0,60 ml (2 mg/ml= 0,0053 M) 18. 7.—28. 7. 55 + 

Wir fanden eine verhältnismäßig schwache membrangebundene Strah- 
lung im Xylem 1955, bevorzugt im Sommerholz. Nach Vornahme der 
Hibbertschen Äthanolyse wurden radioaktive Guajacylketole gefunden 
(REICHERT, mündl. Mitt.). D-Coniferin vermag demnach auch bei der 
Edelkastanie als Ligninvorstufe zu fungieren. Ein hiermit übereinstim- 
mendes Resultat erhielten BRown und NetsH (1956) bei Verabreichung 
von D-Coniferin an Laubhölzer und Gräser. 


Versuch 13 
D-Coniferin 4C + Methionin ®H (V/V =1:1) bei Picea excelsa: 
Applikation: Einbau 


0,85 ml (Coniferin: 2 mg/ml = 0,0053 M; Methionin: 2 mg/ml=0,013M) ++ 
0,20 ml (Coniferin: 2 mg/ml = 0,0053 M; Methionin: 2 mg/ml=0,013M) ++ 
Nach dem Ergebnis des Versuches 2, wonach die vom Methionin 
stammende RA vermutlich getrennt von der aus dem Phenylalanin her- 
rührenden eingebaut wird, was zwei voneinander klar geschiedene radio- 
aktive Zonen im Holz zur Folge hat, war die Aussage des Coniferin- 
Methionin-Versuches für uns von einigem Interesse. In der Tat zeigte 
sich nun auch hier wieder die beim Versuch beschriebene Aktivitäts- 
verteilung: Einer äußeren, verhältnismäßig schwach aktiven Zone im 
Spätholz 1955, die hinsichtlich ihrer Lage nicht von den normalen 
Coniferin-Versuchen (Versuch 10) abweicht, ist eine stärkere Zone im 
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Frühholz 1955 benachbart, die man der Wirkung des Methionins zu- 
schreiben könnte. 

Versuch 14 

D-Syringin "14C bei Picea excelsa: 

Es ist bekannt, daß das Nadelholzlignin, verglichen mit dem Lignin 
des Laubholzes, insofern einfacher strukturiert ist, als ihm die Syringyl- 
Komponente (3,5-Dimethoxy-4-hydroxy-) fehlt, die den höheren Meth- 
oxylgehalt des Angiospermenholzes bedingt. Im vorliegenden Experiment 
wurde nun versucht, den dem Coniferin entsprechenden glucosidierten 
Sinapinalkohol in die Fichten einzuführen: minha 

Applikation: 0,65 ml (2 mg/ml = 0,0051 M) 21. 7.—26. 7. 5! 
1,10 ml (2 mg/ml = 0,0051 M) 21. 7.—26. 7. 5 
0,85 ml (2 mg/ml = 0,0051 M) 21. 7.—29. 7. 5! 
0,60 ml (2 mg/ml = 0,0051 M) 21. 7.—29. 7. 55 

Wie die Daten aussagen, konnte keine Bindung der RA an die ie Lignin. 
fraktion des Holzes erzielt werden. Auf welchen Grundlagen dieses auf- 
fällige Auswahlvermögen der Pflanze beruht, ist uns unbekannt. 

Versuch 15 

D-Syringin "14C bei Castanea: Einbau 

Applikation: 1,20 ml (2 mg/ml = 0,0051 M) 21. 7.—29.7.55 ++ 
0,75 ml (2 mg/ml = 0,0051 M) 21. 7.—29. 7. 55 + 
0,60 ml (2 mg/ml = 0,0051 M) 21. 7.—29. 7. 55 + 

Das vorliegende Experiment — es steht im logischen Zusammenhang 
mit dem vorangegangenen Versuch 14 — offenbarte uns, daß die Ka- 
stanien von außen zugeführtes Syringin als primären Ligninbaustein 
zu verwerten imstande sind. Wir fanden die RA im Bereich des Xylems 
1955 lokalisiert, vor allem die weitlumigen Gefäße des ringporigen Teils 
(Frühholz) waren stark mit radioaktivem Material beladen. 

Leider reichten die vorhandenen Holzproben für eine Hibbertsche 
Äthanolyse nicht aus. 

Versuch 16 

D-Gluco-Vanillin ““C bei Picea excelsa: 

Da immer wieder die Möglichkeit diskutiert wird, daß nicht nur 
Zimtalkohole als integre Phenylpropaneinheiten die primären Lignin- 
bausteine darstellen, sondern auch C,—C,-K6rper vom Typ des Vanillins 
in Betracht zu ziehen seien, flößten wir das oben angegebene Vanillin- 
Glucosid den Fichten ein. Einbau 

Applikation: 0,75 ml (4 mg/ml=0,013M) 12.7.—25.7.55 ++ 

1,00 ml (4 mg/ml=0,013M) 12.7.—25.7.55 ++ 

(15 weitere Einzelversuche mit je 0,60—1,10 ml, sämtlich mit positivem Einbau- 
befund.) 

In den zahlreichen Mikroautoradiogrammen (über 170 Querschnitte) 
war die Aktivitätsverteilung ganz entsprechend den Erfahrungen, die 
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wir bei anderen Versuchsserien (insbesondere Phenylalanin und Ferula- 
säure) sammeln konnten. Aus der Stärke der in der Zellwand fixierten 
RA (Abb. 9) und ihrer histologischen Verteilung hätte man ohne weite- 
res schließen können, daß p-Gluco-Vanillin eine der Ferulasäure minde- 
stens ebenbürtige Ligninvorstufe darstellt. Ähnliches war bereits in einer 
früheren Publikation (FREUDENBERG, REZNIK, Fucus u. REICHERT 1955) 
geäußert worden. Ebenso 
fanden BRown und NEISH 
nach Auswertung der aus 
der Nitrobenzoloxydation 
resultierenden Stoffe, daB 
Vanillin ein guter Precursor 
sein kénnte. Um so iiber- 
raschender ist nun das Er- 
gebnis der Athanolyse, die 
nicht radioaktive Guajacyl- 
ketole erbrachte (FREUDEN- 
BERG 1959). Da dem Hib- 
bertschen Abbau neuerdings 
großes Gewicht als Lignin- 
kriterium beigemessen wird 
(BILLEK 1959), ist dem Re- 
sultat zu entnehmen, daß 
das Vanillin nur als ein mehr 
oder weniger unspezifisches 
' : y Assoziat in der Ligninfrak- 
Abb. 9. Picea excelsa. Radioaktive Zone, entspre- tion festgelegt wird, wobei, 
chend dem Hibbert-Abbau nicht von C.—C,-Ein- was an der Beurteilung der 
heiten des Lignins herstammend, nach Einflößung ; ö 
von D-Glucosido-Vanillin-“C. Vergr. 250 x Ergebnisse nichts ändert, 
die gleichen Enzymsysteme 
wirksam sein können wie bei der Dehydrierungspolymerisation der 
„echten“ Ligninbausteine. In einem gewissen Widerspruch zu dem hier 
Vorgetragenen stehen die Angaben von BILLEK (1959), daß nach Infusion 
von !4C-markiertem p-Kreosol nicht nur radioaktives Vanillin, sondern 
auch nach Äthanolyse markierte Guajacylketole entstanden. Auf diese 
Diskrepanz wird in der Diskussion eingegangen (s. auch Krarzu 1959). 
e CH, 





N 
| 


3 7 NocH 3 p-Kreosol 
OH 


Mark-Inselzellen. Unter den autoradiographischen Daten aus der 
dem p-Gluco-Vanillin gewidmeten Versuchsserie sei noch die Tatsache 
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hervorgehoben, daß musterartig verteilte ‚‚Inselzellen‘‘ des Marks, die 
sich von den typischen Zellen des Medullarparenchyms durch hohe Re- 
“ doxasenaktivität (s. Abb. 10) und Tendenz zur Steinzellendifferenzie- 
rung auszeichnen, im Versuch mit indiziertem p-Gluco-Vanillin eine 
deutlich sich von der Umgebung abhebende Speicherung der RA zeigen. 
Über die Bedeutung dieses Prozesses sind wir uns noch im unklaren. 





à b 
Abb. 10a u. b. Inselzellen im Sproßachsenmark von Picea excelsa, a mit Melaninbildung, 
nach Inkubation mit Brenzcatechin; b unbehandelte Kontrolle. Vergr. 280 x 


Die hohe Redoxasen-Aktivität der Mark-Inselzellen wurde erkannt, 
als wir versuchten, mit Hilfe eines einfachen histochemischen Nach- 
weises die topographische Verteilung der Phenoldehydrogenasen in den 
SproBachsen-Geweben von Araucaria excelsa, Pinus silvestris, Pinus 
austriaca und Picea excelsa festzulegen. Es wurde mit lebenden Gewebe- 
schnitten (SproBachsen quer) gearbeitet. Die Substrate (Brenzcatechin 
5 mg/ml, 3,4-Dioxyphenylalanin 2 mg/ml, gelöst in Puffer von py 6,2) 
wurden entweder direkt auf die frischen Schnittflächen aufgebracht oder 
durch Vakuum-Infiltration appliziert. Nach etwa 20—60 min Inkuba- 
tion zeigte sich bereits deutlich, daß eine excessive Bräunung der 
Cambialzone stattfand, bedingt durch die Bildung dunkelgefärbter 

24* 
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Oxydationsprodukte (Dopa-Melanine). DaB die Cambialzone ein Ort 
starker Redoxasenwirkung ist, war bereits früher festgestellt worden 
(FREUDENBERG, REZNIK, BOESENBERG u. RASENACK 1952, FREUDEN- 
BERG 1954, HıcucHı 1959 u.a.). Bei Kontrollversuchen (Hitze- 
inaktivierung der Enzyme) bleiben die Oxydationseffekte aus. Die oben 
erwähnten Phänomene traten nun in fast gleicher Stärke auch in den 
Inselzellen des Marks auf (Abb. 10). 
Versuch 17 
L-Gluco-Vanillin -14C bei Picea excelsa : Einbau 
Applikation: 1,0 ml (4 mg/ml=0,013M) 12. 7.—22. 7.55 — 
0,80 ml (4 mg/ml—0,013 M) 12. 7.—22. 7. 55 — 
0,80 ml (4 mg/ml—0,013 M) 12.7.—22.7.55 — 

Einen bereits mit diesem L-Glucosid erhobenen negativen Befund 
bestätigend (FREUDENBERG, REZNIK, Fucus u. REICHERT 1955), fanden 
wir, daß keinerlei zellwandgebundene RA nachweisbar war. Chromato- 
graphische Teste ergaben, daß das Glucosid noch Monate nach der 
Applikation in ungespaltener Form in den Sproßachsengeweben, vor 
allem in der Rinde, vorlag. Das Resultat stimmt mit dem analogen Ver- 
such mit L-Coniferin vollkommen überein. 


D. Diskussion der Resultate 
1. Die Aussage der Mikroautoradiogramme. Die im Abschnitt C aus- 
führlich besprochenen Mikroautoradiogramme haben uns einige Infor- 
mationen vermittelt, die nun zu diskutieren sind. 
Positive Befunde, gekennzeichnet durch Schwärzungszonen im sekun- 
dären Xylem, waren bei Anwendung folgender Tracer-Substanzen zu 
konstatieren. 


Picea Castanea 
Phenylalanin . . . . . . (Hi +) p-Cumarsäure. . . . . . (Hi +) 
Phenylalanin-+ Methionin (Hi +) Gluco-p-Cumarsäure . . (Hi ?) 
p-Cumarsäure . . . . . (Hi +) DORE. = + 8 8s (Hi +) 
Ferulasäure . . . . . . (Hi +) DOVE à Nu (Hi ?) 
ss CORRE (Hi +) 
p-Coniferin+ Methionin . (Hi +) 
p-Gluco-Vanillin . . . . (Hi —) 


Ein negatives Ergebnis, gekennzeichnet durch das völlige Fehlen 
einer Strahlungsanzeige auch nach wochenlanger Exposition des Strip- 
ping-Films, stellen wir bei nachstehenden Verbindungen fest: 


Picea Castanea 
Gluco-p-Cumarsäure (Ferulasäure) 
Gluco-Ferulasäure 
L-Coniferin 
D-Syringin 


L-Gluco-Vanillin 
Die während der Tauchtrieb-Experimente in der Zellwandfraktion 
gebundene RA der Versuche mit positivem Ausgang ist auf radioaktives 
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Lignin zurückzuführen, wie die Daten der Hibbertschen Äthanolyse aus- 
sagen. (Der in Klammer hinter die Verbindung gesetzte Ausdruck Hi + 

- besagt, daß aus der Äthanolyse radioaktive Guajacylketole resultierten.) 
Dieses Ligninkriterium läßt mit Bestimmtheit den Schluß zu, daß die in 
unseren Versuchen eingeflößten indizierten Verbindungen, die alle (mit 
Ausnahme von D-Gluco-Vanillin) eine Phenylpropan-Struktur aufweisen, 
hinsichtlich des C,—C,-Skeletes als integre Einheiten in das Lignin ein- 
gebaut worden sind. Die klare Positionsbestimmung des Radiokohlen- 
stoffs widerlegt den möglicherweise geäußerten Einwand, die applizier- 
ten Verbindungen könnten auch hinsichtlich des C-Gerüstes dem viel- 
fältigen Umbau des Zellmetabolismus unterliegen und damit die RA 
erst sekundär wieder in das Lignin gelangt sein. 

Anders als bei dem Kohlenstoffgerüst des Phenylpropan-Kerns ver- 
hält es sich mit den Substituenten derselben. Hier finden, wie die Ver- 
schiedenartigkeit der eingeflößten Verbindungen ohne weiteres dokumen- 
tiert, mannigfaltige Umsetzungen statt, Transdeaminierungen, Dehydro- 
genierungen, Reduktion des Carboxyls der Seitenkette zum Carbinol, 
Hydroxylierungen und Transmethylierungen am aromatischen Kern, 
schließlich auch noch Glucosidierungen und Deglucosidierungen an 
Phenolhydroxylen. Dies ergibt eine sehr vielfältige Reaktionskette, deren 
mögliche Einzelglieder man in den letzten Jahren durch Applikations- 
versuche erschlossen hat. Als Resultat dieser Bemühungen ergab sich 
eine Bestätigung der von FREUDENBERG vertretenen Auffassung, das 
Aglucon des Coniferins, der Coniferylalkohol, sei als primärer Lignin- 
baustein aufzufassen ; alle in der zum Lignin führenden Reaktionsfolge vor 
dem Coniferylalkohol liegenden Progenitoren sollten ein dem Coniferyl- 
alkohol äquivalentes Stadium durchlaufen. Das hat sich in einigen Fällen 
bestätigen lassen, so vor allem durch FREUDENBERG und NIEDERCORN 
(1958). 

Da bereits eine Reihe von Befunden über C;—C;-Strukturen als Vor- 
stufen zum Lignin vorliegen, die auf Isotopen-Methoden basieren, sei 
versucht, unsere Resultate mit den Ergebnissen anderer Arbeiten zu kon- 
frontieren. 

Ehe dies geschieht, muß die dem Physiologen wichtige Frage der 
Vergleichbarkeit der Resultate angeschnitten werden. Es ist das Ver- 
dienst von MoTHEs, vor kurzem (1959) nachdrücklich auf den Einfluß 
der Versuchsbedingungen auf den positiven oder negativen Ausgang von 
Isotopenversuchen hingewiesen zu haben, ein Punkt, auf den bei man- 
chen Experimenten nicht genügend geachtet worden ist. Auch auf dem 
Sektor der Ligninbiosyntheseversuche gibt es hierfür Beispiele, wie gleich 
gezeigt werden wird. So stellt man mit Recht die Frage: Wieweit lassen 
sich die Resultate von ‚‚Implantationen‘‘, von ,,Infusionen“, von 
„Tauchtrieb-Aufsaugungen‘‘ und von ,,Aufsaugungen durch die Wurzel‘ 
vergleichen, besonders dann, wenn aus der Stärke der im Lignin 
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auftauchenden RA und dem daraus errechneten ,, Verdiinnungsgrad“ auf 
die Eignung einer Verbindung, einen Ligninprogenitor darzustellen, ge- 
schlossen wird ? Bei der Beurteilung derartiger ins Quantitative zielender 
Dinge ist eine gewissen Skepsis am Platze, vor allem, weil jegliche Kon- 
trolle darüber fehlt, welcher Anteil der eingesetzten Substanz überhaupt 
an den Ort des spezifischen Zellmetabolismus gelangt bzw. bei Anwen- 
dung einer gegebenen Methode überhaupt gelangen kann. 


Zu diesem Thema haben KrarzrL, BILLEK, KLEIN u. BuCHTELA (1957) sowie 
KrarzL u. FAIGLE (1959) einen interessanten Beitrag geliefert. Wurde D-Coni- 
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Abb. 11. Picea excelsa. Mikroautoradiogramm durch eine Implantationsstelle (Versuch 
mit D-Coniferin-Carbinol-"C). Untypische desorientierte Kurztracheiden im Wundcallus. 
Radioaktive Zone im noch intakten Xylem. Vergr. 280 x 


ferin “C auf dem Wege der von FREUDENBERG und BITTNER (1953) zuerst prakti- 
zierten Implantation (Einschieben eines festen Coniferin-Kristalls unter einen ab- 
gehobenen Rindenlappen) in den Cambialbereich gebracht, so ergab sich unter 
den unphysiologischen Bedingungen dieses Experimentes eine bevorzugte Bildung 
von Coniferylalkohol-Polymerisaten, wie sie dem natürlichen Lignin nicht eigen 
sind. Die Hibbertschen Körper zeigten in diesem Versuch dann auch nur eine 
geringfügige RA. Ganz anders sah die Aktivitätsbilanz aus, falls das Infusions- 
verfahren angewendet wurde. Hier nahmen isolierte Fichtenzweige die Stoffe 
durch die basale Schnittfläche auf; die Tracer wurden mit dem aufsteigenden 
Transpirationsstrom verfrachtet. In diesem Versuch erwies sich der Aktivitäts- 
grad der Äthanolyseprodukte als sehr hoch. 


Wir haben die in Heidelberg nach der Implantationsmethode be- 
handelten Bäumchen histologisch und mikroautoradiographisch unter- 
sucht und konnten sehr starke Bildungsabweichungen im sekundären 
Holz der so behandelten Bäumchen konstatieren. An der Implantations- 
stelle selbst kam jeder organisierte Holzzuwachs zum Erliegen, in gering- 
fügigem Maße wurde RA in den Membranen halbreifer Tracheiden 











Beiträge zur Physiologie der Verholzung 355 


gebunden (Abb. 11). In dem Hohlraum zwischen Holz und Rindenlappen 
war eine stark radioaktive harzartige Masse festzustellen (im Mikro- 
autoradiogramm extrahiert). Vermutlich handelt es sich hierbei um 
Lignane, die nach TscutrcH bevorzugt im Überwallungsharz auftreten. 
Da die Lignane des Fichtenholzes, von denen FREUDENBERG und KNoF 
(1957) die 9 wichtigsten isolieren und identifizieren konnten, abgesehen 
von der optischen Aktivität, die auf die Beteiligung anderer Enzym- 
systeme als der bei der Ligninbildung gegebenen hinweist, mit den Lignin- 
strukturen viel Gemein- 
samkeiten haben, ist 
zu vermuten, daß die 
unspezifischen Bedin- 
gungen der Applikation 
auch unspezifische Be- 
dingungen der Synthese 
geschaffen haben. Das 
Cambium dieser ,,Harz- 
gallen“, wie wir die 
Gebilde in Anlehnung an 
TSCHIRCH nennen môch- 
ten, war nur im Bereich 
der Rindenlappen tätig, 
sehr abnorm gestaltete 
und desorientierte kurz- 
tracheidenartige Zellen Abb. 12. Pics excelsa. Kurztracheiden im Wundcallus. 
produzierend, wie Ab- Vergr. 600 x 

bildung 12 sowie Ab- 

bildung 11 belegen können. Ein Mikroautoradiogramm aus dem 
distalen Teil (Abb. 13) einer solchen Harzgalle zeigt weniger starke Ab- 
weichungen. Ein beträchtlicher Anteil der RA ist in äußerlich nicht 
untypisch aussehenden Tracheiden festgelegt. Im abgehobenen Rinden- 
lappen folgt auf eine Zone starker Störung wieder nach außen eine Holz- 
zuwachszone, die aber durch den anomalen Verlauf der Radialreihen des 
Xylems auf den pathologischen Charakter dieser gesamten Struktur hin- 
weist. 

Auch in 50 bzw. 70 mm Höhe über der Implantationsstelle sind die 
formativen Nachwirkungen der Applikation deutlich zu erkennen. In 
der Zone starker RA, die hinsichtlich der räumlichen Ausdehnung und 
sonstigen Beschaffenheit sich nicht von Mikroautoradiogrammen aus 
Tauchtriebversuchen unterscheidet, biegen die Xylemreihen in einem 
Knick um (Abb. 14 und 15). 

Alle diese Momente haben 1954 die Entwicklung des Tauchtrieb- 
verfahrens veranlaßt, das den physiologischen Grundlagen der Stoff- 
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Abb. 13. Picea excelsa. Mikroautoradiogramm der 

radioaktiven Holzzonen im apikalen Teil einer 

Implantationsstelle. (Versuch mit p-Coniferin- 
Carbinol-"C.) Vergr. 70 x 


Abb. 14. Picea excelsa. Mikroautoradiogramm nach 
Verabreichung von p-Coniferin-Carbinol-14C nach 
der Implantationsmethode. Querschnitt 50 mm 
oberhalb der Implantationsstelle geführt. 
Vergr. 300 x 
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aufnahme und des Stoff- 
transportes, wie wir meinen 
möchten, in besonderem 
Maße gerecht wird. 

Lassen sich die mit den 
verschiedenen Methoden er- 
zielten Resultate wenigstens 
in qualitativer Hinsicht ver- 
gleichen ? Wir können diese 
Frage bejahen, soweit dies 
das Tauchtrieb- und das 
Infusionsverfahren betrifft. 
Da die weitaus meisten 
gravierenden Ergebnisse mit 
einer der beiden Methoden 
erzielt wurden, ist also ein 
Vergleich möglich. 

In der folgenden ta- 
bellarischen Übersicht (Ta- 
belle 3) sind die bis jetzt 
bekannten Daten zusammen- 
gefaßt. Sie zeigen, daß die 
Nadelhölzer in einigen Punk- 
ten von dem Metabolismus 
der Ligninbausteine und 
-Vorstufen der Laubhölzer 
abweichen, was mit der 
einfacheren, der Syringyl- 
komponente ermangelnden 
Ligninstruktur der Nadelhöl- 
zer zusammenhängt (Nicht 
nutzung des D-Syringins als 
Ligninprogenitor bei Picea). 
Noch deutlicher ist aus der 
Tabelle die Sonderstellung 
der Monocotylen, vor allem 
der Gräser, abzulesen, die 
darauf beruht, daß in 
p-Stellung des aromatischen 
Kerns hydroxylierte C,—C,- 


Bausteine — p-Hydroxyphenylbrenztraubensäure, p-Hydroxyphenyl- 
milchsäure, Tyrosin — als Reaktanten in der Ligninbiosynthese genutzt 
werden können, wozu die Nadel- und Laubhölzer nicht befähigt erscheinen. 
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Brown, WRIGHT und Nets (1959) kamen auf Grund ihrer Fütterungsver- 
suche mit Mono- und Dicotyien zu dem Schluß, daß folgende metabolische 
"Beziehungen bei dem Verholzungsprozeß angenommen werden müssen. 
Das 8. 358 wiedergegebene Schema stellt die am meisten widerspruchs- 
lose Deutung der in der gegenwärtigen Ligninforschung erzielten Resul- 





Abb. 15. Picea excelsa. Mikroautoradiogramm nach Verabreichung von D-Coniferin- 
Carbinol-"C nach der Implantationsmethode. Querschnitt 70 mm 
oberhalb der Implantationsstelle. Vergr. 310 x 


tate dar. Unsere Ergebnisse lassen sich ohne Zwang in diese angenomme- 
nen Reaktionsfolgen einordnen. Diese sind jedoch, wie allgemein an- 
genommen wird, nicht die einzigen in der Pflanze realisierten ‚Wege 
zum Lignin“, sondern stellen nur einen der gangbaren Pfade im Dschun- 
gel der Phenylpropanderivate (BROowN, WRIGHT und NetsH 1959) dar. 

Kombinationsversuche. In einigen Versuchen war gleichzeitig mit 
dem markierten Phenylpropan noch an der Methylgruppe markiertes 
Methionin appliziert worden. Bei den Transmethylierungsreaktionen, 
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die während der Ligninbiogenese ablaufen, figuriert das Methionin wie 
in vielen anderen Fällen als Methyldonator (ByERRUM u. Mitarb. 1954). 
Die Mikroautoradiogramme zeigten in den Kombinationsversuchen 
meist 2 Schwärzungszonen im sekundären Xylem, von denen die eine 
der Wirkung des Phenylpropans, die andere der des Methyldonators zu- 
geschrieben werden könnte. Beachtung verdient die Tatsache, daß die 
„Methioninzone‘“ sich meist im Frühjahrsholz befindet, das zum Zeit- 
punkt der Applikation (Ende Juli) bereits weitgehend verholzt war. Der 





Kohlenhydrate 
Shikimisäure 
Phenylalanin Prephensäure 
Phenylbrenz- peste > Tyrosin 
traubensäure brenztraubensäure 
Phenylmilchsäure p-Hydroxyphenyl- 
milchsäure 
(nur Gräser) 


Zimtsäure > p-Cumarsäure —__—_» p-Cumaralkohol —,,p-Hydroxyphenyl- 
Lignin“ 


Ferulasäure ==> Coniferylalkohol =» ,,Guaiacyl-Lignin“ 


Sinapinsäure ———— Sinapinalkohol —+,,Syringyl-Lignin‘* 


Abb. 16. Die metabolischen Beziehungen zwischen den Phenylpropan-Derivaten, 
zusammengefaBt nach BROWN, NEISH u. Mitarb. 


Befund ist schwer zu deuten. Erinnert sei an bereits vorliegende Ergeb- 
nisse, wonach der Methoxylgehalt des Lignins im Verlaufe einer Wachs- 
tumsperiode eine Zunahme erfahren kann. Das würde bedeuten, daß in 
Geweben, die als bereits abgestorben deklariert sind, noch biogenetische 
Prozesse ablaufen können. 

In einigen der in dieser Arbeit veröffentlichten Versuche war auch 
eindeutig beobachtet worden, daß eine Fixierung der RA im Spätholz- 
anteil des vorjährigen Fichtenholzes, welches hinsichtlich seiner Tra- 
cheiden in toto als abgestorben gilt, erfolgt war. Es muß demnach an- 
genommen werden, daß die Enzymaktivitäten auch in den toten Trache- 
iden noch erheblich sind. Neuere Untersuchungen haben auch tatsäch- 
lich gezeigt, daß in 2—3jährigem Holz nicht zu vernachlässigende 
Quantitäten an wirksamen Enzymen abgelagert sind. Von diesem Aspekt 
aus gewinnt auch die Beobachtung SıGMmonDs an Plausibilität, wonach die 
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Verstärkung der Spätholztracheiden sich über mindestens 2 Vegetations- 


perioden erstreckt. 


2. Interpretation der negativen Befunde. a) Gluco-p-Cumarsäure und 
Gluco-Ferulasäure. Während die zuckerfreien Zimtsäuren mit Leichtigkeit 
in das Holz eingebaut werden, mußten wir bei Anwendung der in p- 


Stellung glucosidierten 
Derivate konstatieren, 
daß diese nicht der Wir- 
kung der zur Verholzung 
führenden Enzyme aus- 
gesetzt waren, was um 
so verwunderlicher ist, 
als die im Cambial- 
bereich wirksamen ß-D- 
Glucosidasen (FREUDEN- 
BERG, REZNIK, BOESEN- 
BERG und RASENACK 
1952, Reznrk 1955) die 
analogen glucosidierten 
Zimtalkohole (D-Coni- 
ferin) mit Leichtigkeit 
spalten und damit den 
Angriff der dehydro- 
genierenden Enzymeein- 
leiten. In vitro-Versuche 
mit Emulsin und Glu- 
cosido-Zimtsäuren und 
Glucosido-Zimtalkoho- 
len ergeben keine er- 
wähnenswerte Differen- 
zen in der Hydrolyse- 
geschwindigkeit. Somuß 
zunächst angenommen 

















Tabelle 3 
Mono- 
Nadel- Laub- | cotylen 
hölzer hölzer | (meist Gra- 
mineen) 

Shikimisäure. . . . 2 
Phenylbrenztrauben- 

IIE PER ¢ 
p-Hydroxyphenyl- 

brenztrauben- ° 

on wy ee 6 
(—)Phenylmilch- 

° Ue Ae . - 
p-Hydroxyphenyl- 

milchsäure. . . . 6 
Phenylpropionsäure . x 
Phenylalanin. . . . | 3345 “4 ke 
PSN . 
Zimtsäure . . . . . 5; 
p-Cumarsäure ; ite ° 
Kaffeesäure . . . . , de 
Ferulasäure . . . . | © , , 
Sinapinsäure : 7 
D-Coniferin 12,48 = 

7,8,9 

D-Syringin. . . . . . 


1 FREUDENBERG, REZNIK, Fucus u. REICHERT 
1955. ? FREUDENBERG 1956. * FREUDENBERG und 
NIEDERCORN 1958. 4 FREUDENBERG 1959. 5 Vor- 
liegende Arbeit. 5 Brown und NetsH 1955—1959. 
7 KRATZL, BILLEK, KLEIN und BucHteLA 1957. 
8 KratzL und FEIGLE 1958. ? BiLLek 1959. 10 Norp 
1958. 


werden, daß in vivo weitere Mechanismen am Werke sind, die die 
Deglucosidierung spezifisch steuern. 
Aus dem Nichtspalten der Glucosido-Zimtsäuren — Gluco-Ferula- 








säure wird noch 2 Monate nach der Applikation in unveränderter Form 
aus der Pflanze reisoliert — darf man den Schluß ziehen, daß in der 
Synthesefolge des Lignins zunächst die Reduktion des Carboxyls der 
Cinnamyl-Komponenten zum Carbinol (Ferulasäure — Coniferylalkohol) 
stattfindet und erst daran der Glucosidierungsschritt sich anschließt. 
Hierbei ist noch die Frage nach der cytologischen Lokalisation offen. 
Es unterliegt keinem Zweifel, daß die besagten enzymatischen Prozesse 
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sich im Cytoplasma abspielen. Das Produkt der Glucosidierung, das 
p-Coniferin, häuft sich im Cambialbereich in beträchtlichen Mengen an 
(nach TREIBER 1955 etwa 0,5%/TG). Derartige Quantitäten wasser- 
löslichen Materials gelangen zwangsläufig im Zuge der chymotropen 
Exkretion (REZNIK 1959) in die Vakuole, sie werden also zunächst vom 
Orte der Ligninbildung wegverfrachtet. Bei Bedarf müßte dann ein 
Rücktransport der primären Ligninbausteine in das Cytoplasma statt- 
finden. Nach Deglucosidierung und Durchschnitt durch das Plasma- 
lemma sollten die Hydrolyseprodukte durch die infolge Plasmodesmen 
wegsame Cambialwand hindurch in den Bereich der Mittellamelle ge- 
langen, die seit den wichtigen Untersuchungen von WARDROP und BLAND 
(1959) als primärer Ort der Ligninablagerung aufzufassen ist. Oder 
gelangen bereitssekundäre Ligninsbausteine (Dimere) an den Ort der weite- 
ren Polymerisation ? Findet die Deglucosidierung erst in der Mittel- 
lamelle und in den Zwickelgebieten an der Grenze mehrerer Zellen statt ? 
Vorstellbar wäre auch diese letztere Möglichkeit. Die Cytochemie der 
Ligninbildung ist, wie wir abschließend sagen können, auch heute noch 
völlig im Dunkeln. 

b) ı-Coniferin und 1-Glucovanillin. Bereits 1955 (FREUDENBERG, 
REzNIK, Fucus und REICHERT; REZNIK) war berichtet worden, daß die 
Zugabe der markierten L-Glucoside zu keiner Fixierung der RA im Holz- 
gewebe geführt hat. Wir können nach erneuter Untersuchung diesen 
Befund bestätigen. Er beruht auf der Konfigurationsspezifität der 
B-Glucosidasen, die demnach im Cambialbereich -D-Glucosidasen sind. 
Daß den ß-Glucosidasen allgemeine, optische Spezifität zugeschrieben 
werden müsse, hat schon DAKIN (1904) ausgesprochen. 

c) D-Syringin. In unseren Vorstellungen von den während der Li- 
gninbildung tätigen Biosynthesemechanismen fügt sich auch der bei 
Picea beobachtete Fall ein, wonach der Sinapinalkohol bei der Bildung 
des einfacher strukturierten Coniferin-Lignins nicht verwertet werden 
kann. Hier zeigt sich, ähnlich wie bei dem Phenylpropan-Stoffwechsel 
der Gramineen, der familienspezifische Charakter derartiger Sekundär- 
metabolismen, die auch bei taxonomischen Erwägungen ins Gewicht 
fallen. ' 

3. Die Rolle von C,—C,-Verbindungen bei der Ligninbildung. D-Gluco- 
vanillin wurde nach der Aussage der Mikroautoradiogramme unlöslich in 
der Zellwandfraktion gebunden, jedoch ergab die Äthanolyse keine radio- 
aktiven Hibbertschen Körper, so daß der Schluß berechtigt erscheint, der 
eingegebene Aldehyd figuriere als unspezifisches beiläufiges Kondensat, 
als Ligninbegleitstoff, deren es noch zahlreiche unbekannte gibt. 

Auch BILzLEK (1959) berichtete, daß verholzende Gewebe markierte 
Vanillinsäure, Vanillin und Vanilloylalkohol in unlöslicher Form fixie- 
ren, wobei allen diesen Verbindungen eine freie p-ständige Hydroxyl- 
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gruppe gemeinsam ist, die nach den heutigen Kenntnissen eine Voraus- 
setzung für die Fixierung in der Zellwand darstellt. Verbindungen, bei 
‘welchen die freie phenolische Hydroxylgruppe blockiert war, wie Vera- 
trumsäure, Veratrumaldehyd, Veratrylalkohol, Methyl-Krecsol, konnten 
nach Applikation leicht wieder aus dem Gewebe gelöst werden. 

Eine Infusion von markiertem Kreosol ergab nun nicht nur positive 
Autoradiogramme, sondern auch, nach Abbau des Lignins, radioaktives 
Vanilloylacetyl, woraus sich eindeutig ergibt, daß die Pflanze über Me- 
chanismen verfügt, die, abweichend von dem üblichen Phenylpropan- 
Mechanismus via Prephensäure und Phenylbrenztraubensäure, eine Ket- 
tenverlängerung eines C,—C, um 2C-Einheiten bewirken können: C,—C, 
+C,—C,> C,—C . 

Auch wenn man mit Recht annimmt, daß Kreosol kaum eine native 
Ligninvorstufe darstellt, ist der oben angeführte Befund von erheblichem 
Interesse. Die Diskrepanz zu dem Glucovanillinversuch, der keine mar- 
kierten Hibbertschen Körper ergab, bleibt vorerst ungeklärt. 

4. Die Integration der Ligninbildung in den allgemeinen Phenylpropan- 
Metabolismus. Eine wichtige Aufgabe der vergleichenden Physiologie 
besteht darin, Stoffwechselphänomene in den allgemeinen Zusammen- 
hang einzuordnen. Auch die Ligningenese ist keine für sich iso- 
lierte Erscheinung, sondern ein Teilgebiet des zahlreiche Manifesta- 
tionen aufweisenden Phenylpropanmetabolismus (REZNIK 1959). Nach 
unseren heutigen Kenntnissen leitet sich die Phenylpropanstruktur 
aus dem Hydroaromatenstoffwechsel ab, wie am Beispiel der Bio- 
genese des Phenylalanins von mehreren Autoren demonstriert werden 
konnte. 

Viele Befunde lassen es als begründet erscheinen, die ersten Teil- 
glieder dieser Umwandlungsreihen (s. Abb. 16), die Phenylbrenztrauben- 
säure und die universelle Aminosäure Phenylalanin, als ‚primäre Phenyl- 
propane“ von ihren als „sekundäre Phenylpropane‘“ bezeichneten Folge- 
produkten abzugrenzen (REZNIK 1960, im Druck). Entscheidend für die 
Produktion von sekundären Phenylpropanen scheint das Angebot an 
übertragbaren Aminogruppen zu sein. 

Markiertes Phenylalanin hat sich nicht nur als Lignin-Precursor er- 
wiesen, sondern es resultierten aus Fütterungen, die an zahlreichen 
Pflanzen vorgenommen worden waren, radioaktive Hydroxyzimtsäuren 
(z. B. Kaffeesäure, GEISSMAN und Swain 1957), Hydroxyzimtalkohole 
(FREUDENBERG und NIEDERCORN 1958), Cumarine und Hydroxycumarine 
(WEyGAnD und Wenpt 1959, Reıp 1958), Anthocyanine (B-Ring 
GRISEBACH 1959), Flavonole (B-Ring GEIssMAN und SwAın 1957, WAT- 
KIN, UNDERHILL und NEısH 1957) und Isoflavone (B-Ring GRISEBACH 
und DoERR 1959). 
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Auch die in der Reaktionsfolge mehrere Stufen nach dem Phenyl- 
alanin liegenden Zimtsäuren und Hydroxyzimtsäuren ergeben im Ex- 
periment eine ähnliche Differenzierung: 

Nach Applikation indizierter Zimtsäuren fand man radioaktive Li- 
gnine (s. d. Zitate, S. 359), Hydroxycumarine (REZNIK und URBAN 1957) 
und Flavone (REZNIK und URBAN 1957). 

Erst bei den Zimtalkoholen sind die Differenzierungsmöglichkeiten 
stark zugunsten der Lignin- und Lignanbildung eingeschränkt. 

Die früher gemachte Voraussage (REZNIK 1956), daß die Zimtsäuren 
eine Schlüsselposition im Phenylpropanstoffwechsel einnehmen, da sich 
auf dem Zimtsäurestadium die bisher parallelen Biosynthesewege tren- 
nen, scheint sich nach den bisherigen Befunden zu bestätigen. 

Mögen auch interessante Ergebnisse erzielt worden sein, so befriedigt 
ein Punkt heute noch sehr wenig. Dieser betrifft die Regulationsmechanis- 
men innerhalb des Phenylpropan-Stoffwechsels. Künftige Untersuchun- 
gen werden sich vor allem der Klärung dieser Frage widmen müssen. 


Zusammenfassung der wichtigsten Resultate 

1. Mit mikroautoradiographischen Methoden wurde bei Picea excelsa 
und Castanea vesca der Einbau von '4~C-markierten Phenylpropanen 
und Vanillinderivaten in die Zellmembranen der Sproßachsengewebe 
verfolgt. 

2. In die dem Lignin korrespondierende Fraktion der Zellwände des 
sekundären Xylems wurden bei Picea die folgenden Verbindungen ein- 
gebaut: 

Phenylalanin, Phenylalanin + Methionin, p-Cumarsäure, Ferula- 
säure, D-Coniferin und D-Coniferin + Methionin; bei Castanea: p-Cumar- 
säure, D-Coniferin und D-Syringin. 

3. Kein Einbau in die Zellwände erfolgt bei Picea nach Verab- 
reichung folgender Verbindungen: Gluco-p-Cumarsäure, Gluco-Ferula- 
säure, Coniferin, D-Syringin und L-Gluco-Vanillin. 

4. Nach Besprechung der zur Ligninbiosynthese führenden mög- 
lichen Reaktionswege werden die in der Ligninforschung üblichen Appli- 
kationsverfahren kritisch miteinander verglichen. Das Tauchtrieb- 
verfahren ist dem physiologischen Zustand der Pflanze besonders an- 
gemessen. 

Wenig geeignet ist das „Implantationsverfahren“. Seine mannig- 
fachen Sekundärwirkungen werden beschrieben. 

5. Die positiven und negativen Befunde werden interpretiert und 
in den Rahmen des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels eingeordnet. 
Es ergeben sich viele Beziehungen zur Biogenese anderer Phenylpropane, 
wie der Hydroxyzimtsäuren, Cumarine, Anthocyane, Flavone, Flavo- 
nole und Isoflavone. 
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KURZPERIODISCHE SCHWANKUNGEN 
IM CHLOROPHYLLGEHALT VON KOTYLEDONEN 
VERSCHIEDENER ENTWICKLUNGSSTADIEN * 
Von 
Konstantinos MITRAKOS 
Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 7. November 1959) 


1. Einleitung 

Der in einem bestimmten Augenblick in einer Pflanze vorhandene 
Chlorophyligehalt kann nach FRANK und Kenney (1955) als Resultante 
von 3 verschiedenen Vorgängen aufgefaßt werden: 1. Bildung von Chloro- 
phyll im Licht, 2. Zerstérung im Licht, 3. Abbau im Dunkeln (nach 
GoDNEY und SHLIK beträgt die mittlere Lebensdauer der Chlorophyll- 
moleküle bei dem von diesen Autoren untersuchten Material 19,1 Tage). 
Da die Fähigkeit der Pflanze zur Chlorophyllbildung tagesperiodisch 
schwanken kann (MITRAKOS, CLAUSS und SCHWEMMLE), ist es zumindest 
nicht a priori unwahrscheinlich, daß in der Pflanze tagesperiodische 
Schwankungen des Chlorophyligehalts vorkommen können. Die Be- 
dingungen mögen dabei in jungen und ausgewachsenen Blättern recht 
unterschiedlich sein (vgl. hierzu BAUER, SEYBOLD und Fark). Die bis- 
herigen Arbeiten, welche sich mit dieser Frage beschäftigen, wurden 
nicht alle unter konstanten, teilweise sogar unter unkontrollierbaren 
Bedingungen durchgeführt. Ich habe weitere Versuche mit Keimlingen 
unter sorgfältig kontrollierten Bedingungen vorgenommen. 


2. Methodik 
Als Material dienten Keimpflanzen von Perilla ocymoides. Diese 
wurden in Töpfen mit Erde in Klimakammern unter Standard-Bedin- 
gungen von Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Lichtintensität und Verhält- 
nis Licht:Dunkel herangezogen. Zur Analyse wurden die Pflanzen 
dekapitiert und nur die Kotyledonen verwendet. 


Die Extraktion der Plastidenfarbstoffe, welche nach SCHÖNEBERGER (1957) 
direkt mit Äther stattfinden kann, wurde folgendermaßen durchgeführt: Eine nach 
Zahl oder Frischgewicht bestimmte Menge von Kotyledonen wurde mit etwas 
wasserfreiem Na,SO, (für 0,5 g Frischgewicht etwa 2g Na, SO, Merck p. a.), einer 


* Dem Andenken an FRANK EBERHARDT. 
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Spatelspitze CaCO, und Äther im Glasgefäß des Homogenisators (B. Braun, Mel- 
sungen) zerkleinert. Der Extrakt wurde auf einer mit einer Schicht wasserfreien 
Na,SO, beschickten Nutsche mit Wasserstrahlpumpe direkt in den Meßkolben 
abgesaugt. Der Rückstand wurde weitere zwei Male mit frischem Äther im Homo- 
genisator zerkleinert und ausgewaschen und schließlich auf der Nutsche mehrmals 
durchgespült, bis Filtrat und Rückstand farblos waren. Manchmal zeigte der farb- 
lose Extrakt selbst nach häufigem Waschen im UV-Licht Chlorophyll-Fluorescenz, 
welche aber auf spektrophotometrisch nicht mehr erfaßbaren Spuren beruhte. Alle 
Manipulationen wurden in einem Raum mit schwachem grünem Licht (Osram 
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Abb. 1. Bildung von Chlorophyll a bzw. b bei Kotyledonen von Perilla ocymoides, die von 
Dauerdunkel in 60stiindiges Dauerlicht gebracht wurden. Temperatur 23 + 1°, Luftfeuchtig- 
keit etwa 75 %, Lichtintensität 135 Lux. Ordinate: Chlorophyllmengen, Abscisse: Stunden 
nach dem Ubergang von Dauerdunkel zu Dauerlicht 


HNF 203/3, etwa 1 Lux) vorgenommen. Der Extrakt blieb einige Minuten im 
Dunkeln zur Angleichung an die Zimmertemperatur, wurde dann sofort photo- 
metriert. Zur Messung wurde ein Zeiss-Spektralphotometer verwendet und für 
Chlorophyll a die Extinktion bei 661 my und b bei 642,5 my bestimmt. Meistens 
wurden diese Werte in ug umgerechnet (SmITH u. BENITEZ 1954, FALK 1958). Die 
Lichtintensität wurde mit einem Luxmeter der Firma B. Lange, Berlin, gemessen. 

Als Bezugsgröße wurde meist die Zahl der Pflanzen bzw. dementsprechend die 
doppelte Zahl an Kotyledonen benutzt. Um. statistische Schwankungen in Größe 
und Ergrünungsgeschwindigkeit auszuschalten, mußten pro Analyse mindestens 
50 Pflanzen verwendet werden. Diese große Menge in einer Analyse aufzuarbeiten, 
war nur während des Ergrünungsprozesses möglich (s. experimenteller Teil) und 
bei ausgewachsenen Kotyledonen, welche bei sehr schwacher Lichtintensität heran- 
gezogen worden waren. In den Fällen, wo bei stärkerer Lichtintensität gearbeitet 
worden war, war es nötig, den Chlorphyllgehalt auf das Frischgewicht zu beziehen. 
Daß Transpirationsschwankungen (MonTEROSO u. a. 1942) das auf Frischgewicht 
bezogene Ergebnis nicht nennenswert beeinflussen, zeigen zwei Tatsachen: 1. Die 
Kurven gleichen denen, welche auf die Zahl der Pflanzen bezogen sind; 2. Die Folge 
der Extinktionswerte ist meist bei 661 und 642 my einerseits und 477 my anderer- 
seits verschieden, manchmal sogar antagonistisch (MITRAKoSs u. a. 1957). 
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3. Ergebnisse 
. Zunächst sollen die Experimente besprochen werden, welche sich 
auf kurzfristige Veränderungen des Chlorophyligehaltes während des 
Ergrünungsprozesses beziehen. Hierzu wurden die Pflanzen 5—8 Tage 
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Abb. 2. Schwankungen des Gehalts an Chlorophyll a und b bei Kotyledonen von Perilla 
ocymoides, die von Dauerdunkel in 12:12stündigen Licht-Dunkel-Wechsel gebracht 
wurden. Temperatur 24 +1°, Luftfeuchtigkeit etwa 90%, Lichtintensität 400 Lux 


Abb. 3. Schwankungen des Gehalts an Chlorophyll a und b bei Kotyledonen von Perilla 
ocymoides, die von Dauerdunkelin 6:18stündigen Licht-Dunkel-Wechsel gebracht wurden. 
Temperatur 21 +1°, Luftfeuchtigkeit etwa 75%, Lichtintensität 135 Lux 


lang aus Samen im Dauerdunkel herangezogen. Dies bietet zwei Vor- 
teile: erstens geht die Chlorophylibildung, wenn die Pflanzen ins Licht 
gebracht worden sind, im Vergleich zum Wachstum sehr rasch vor sich, 
zweitens sind die Kotyledonen dann sehr homogen gewachsen. 

Bringt man die Keimlinge aus dem Dauerdunkel in 60stündiges Dauer- 
licht (Abb. 1), so nimmt der Gehalt an Chlorophyll a und b pro Pflanze 
bekanntlich zuerst rasch (uns interessiert nicht die Chlorophylibildung 
während der 2 ersten Stunden der Belichtung), dann langsamer zu 
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(SEYBOLD u. EGLe 1938; Smita 1954; Koskı 1950; VIRGIN 1955). 
Schaltet man nachher eine 12stiindige Dunkelperiode ein, so findet ein 

Abbau beider Chlorophylle 
ss ye A Eure statt. Das Verhältnis a:b, 
welches nach 6stündiger 
Belichtung 8,23 beträgt, 
sinkt nach 60 Std auf 4,53 
und nimmt nach 12 Std 
Dunkelheit wieder auf 5,2 
zu. Dies beweist, daß in die- 
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gezeigt wird. 
Halt man die, wie oben 
geschildert, vorbehandelten 
r Keimlinge im 12:12- oder 
6:18stündigen Licht-Dun- 
kel-Rhythmus (Abb. 2 u.3), 
so ergibt sich grundsätzlich 
dasselbe Bild: Maximum 
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BUN WE ee eee NN 22 24 Uhr halts an Chlorophyll a und b bei 
Abb. 5 ausgewachsenen Kotyled von 
Perilla ocymoides unter 12:12- 
stiindigem Licht-Dunkel-Wechsel. 
Temperatur 21 +1°, Luftfeuchtig- 
keit etwa 85%, Lichtintensität 
300 Lux 


Abb.5. Schwankungen des Gehalts 
an Chlorophyll a bei ausgewachse- 
nen Kotyledonen von Perilla ocy- 
moides im 12:12stündigen Licht- 
Dunkel-Rhythmus. Lichtintensität 
600 bis 1000 Lux. Die 5 Kurven 
entsprechen 5 Versuchen. Ordi- 
nate: Relative Chlorophylimenge 
(Extinktion bei 660 m.) 
Abb. 6. Schwankungen des Gehalts 
an Chlorophyll b bei ausgewachse- 
nen Kotyledonen von Perilla ocy- 
moides im 12:12stündigen Licht- 
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hältnis a:b nimmt auch hier während der Lichtperiode ab, während 
der Dunkelperiode zu. 

Während des Ergrünungsprozesses findet folglich eine starke Zu- 
nahme des Chlorophyligehaltes in der Lichtperiode und ein schwacher 
Abbau in der Dunkelperiode statt. Letzteres ist von EGLe (1944) und 
FRANK u. Kenney (1955) für länger anhaltenden Dunkelaufenthalt 
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Abb. 7. Verlauf der Extinktion bei 645 my (je 50 Pflanzen) über mehrere Tage im 12: 12stiin- 
digen Licht-Dunkel-Wechsel im Extrakt von ausgewachsenen Kotyledonen von¥ Perilla 
ocymoides. Temperatur 22,5 +0,5°, Luftfeuchtigkeit 80 +5%, Lichtintensität 700 Lux 
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Abb. 8. Schwankungen des Gehalts an Chlorophyll a und b im 12:12stündigen Licht- 

Dunkel-Wechsel bei alternden Kotyledonen von Perilla ocymoides, außerdem die Schwan- 

kungen des Frischgewichtes von 160 Kotyledonen (80 Keimlinge). Temperatur 25 + 1°, 
Luftfeuchtigkeit etwa 76 %, Lichtintensität 135 Lux 


. nachgewiesen worden. Die Tabelle soll die meßbare Abnahme schon nach 
12stündiger Dunkelheit belegen; sie beträgt etwa 6% für Chlorophyll a 
und 20% für Chlorophyll b. Hier zeigt sich also deutlich die größere 
Labilität von Chlorophyll b (SeyBoLp u. Eerie 1938; CLauss 1954; 
CLAUSS u. SCHWEMMLE 1958). 

Nach etwa 10 Tagen im 12:12-Licht-Dunkel-Rhythmus sind die 
Kotyledonen ausgewachsen. Das Verhalten der Chlorophylle ist jetzt 
anders. Wie Abb. 4 darstellt, erreicht der Chlorophyllgehalt sein Maxi- 
mum gegen Mitte der Lichtperiode, sein Minimum am Ende der Dunkel- 
periode. Die Abb. 5 und 6 fiir Chlorophyll a bzw. b zeigen die Ergebnisse 
von 5 Versuchen wahrend dieses Entwicklungsstadiums. In diesem liegt 
der Chlorophyllspiegel zu bestimmten Tageszeiten praktisch gleich hoch, 
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Tabelle. Abnahme von Chlorophyll a und b während eines 12stündigen Dunkel- 
aufenthaltes bei Kotyledonen von Perilla ocymoides in der Ergriinungszeit 





















































Chlorophyll a Chlorophyll b 
Fi 20 Uhr 8 Uhr 20 Uhr 8 Uhr 
z 
> ug/Pflanze tive, ug/Pflanze een ug/Pflanze I ug/Pflanze ae 
Werte Werte Werte Werte 
1. |228,76/75| 100 |214,57/75| 93,7 | 87,0 /75| 100 | 59,2 /75| 68,0 
2. |457,07/75| 100 |446,0 /75| 97,6 |157,32/75| 100 | 132,65/75| 84,5 
3. [102,5 /45| 100 | 99,18/45| 96,6 | 38,49/45| 100 | 28,03/45| 73,0 
4. |229,77/75| 100 |222,5 /75| 97,2 | 70,67/75| 100 | 51,64/75| 73,0 
5. |476,11/75| 100 |468,89/75| 98,3 |138,75/75| 100 |118,8 /75| 80,7 
6. |234,62/65| 100 |228,0 /65| 96,4 | 64,6 /65| 100 | 60,83/65| 94,0 
7. |323,6 /50| 100 |290,0 /50| 89,7 | 88,87/50| 100 | 74,0 /50| 83,2 
8. |219,02/50} 100 |199,3 /50| 91,0 | 67,77/50| 100 | 49,4 /50| 73,0 
9. |230,7 /50| 100 |233,8 /50| 101,5 | 72,1 /50| 100 | 56,6 /50| 78,7 
100 94,151 100 78,971 

















1 Gewogener Mittelwert. 


macht dazwischen aber infolge des Überwiegens von Synthese- oder Ab- 
bauprozessen Schwankungen durch (Abb. 7). Hier ist die Labilität von 
Chlorophyll b mindestens nicht so deutlich wie während des Ergrünungs- 
prozesses (EGLE 1944). 

Wenn im weiteren Entwicklungsverlauf die Primärblätter bereits 
herangewachsen sind, zeigt der Chlorophyligehalt der Kotyledonen eine 
Verschiebung im Kurvenverlauf. Wie Abb. 8 zeigt, folgt auf ein Mittags- 
maximum ein intensiver Abbau bis zum nächsten Morgen. Der folgende 
Anstieg erreicht nicht die Höhe des Vortages. 


4. Diskussion 

Während des Ergrünungsprozesses zeigt der Gehalt von beiden 
Chlorophyllen bei unserem Versuchsobjekt eine starke Zunahme während 
der Lichtperiode und eine geringe Äbnahme während der Dunkel- 
periode. Daß die Bildung in beleuchteten, etiolierten Keimlingen rasch 
vor sich geht, bedarf keiner weiteren Besprechung (SEYBOLD u. EGLE 
1938). Interessant ist die Frage, ob während eines 12stiindigen Dunkel- 
aufenthaltes ein Abbau stattfindet. EGLE (1944) konnte zeigen, daß in 
ausgewachsenen Blättern der Chlorphyligehalt nach 6tägigem Dauer- 
dunkel bei verschiedenen Arten in verschiedenem Maße herabgesetzt ist 
(für das in diesem Fall labilere Chlorophyll a gibt er die Werte: Triticum 
vulgare etwa 30%, Hordeum sativum etwa 50%, Avena sativa etwa 65%, 
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Tabelle 3, S. 107). Von wann an die Abnahme meßbar ist, erwähnt er 
nicht. Doch konnten FRANK u. Kenney (1955) nach 24 Std eine Ab- 
nahme von 19% nachweisen (für 12 Std entspricht das etwa 9%) für 
Keimlinge von Zea mays, die vorher 12 Std belichtet worden waren. Diese 
war als Reaktion 1. Ordnung von der Konzentration unabhängig. Aus 
unserer Tabelle geht eine Abnahme von etwa 9,5% für beide Chlorophylle 
gemeinsam hervor. Die Übereinstimmung unserer Ergebnisse mit denen 
von FRANK u. KENNEY ist sehr gut, obwohl sie das Frischgewicht und 
wir die Zahl der Pflanzen als Bezugsgröße genommen haben. Daß die 
Zerstörung im Dunkeln oxydativer Natur ist (AACH 1953), ist durch 
physiologische Versuche wahrscheinlich gemacht (FRANK u. KENNEY 
1955), aber biochemisch noch nicht bewiesen. 


In diesem Entwicklungsstadium zeigt sich Chlorophyll b deutlich 
labiler als a, eine Tatsache, welche auch SeyBoLp u. Eck (1938), 
CLauss (1954), CLAUSS u. SCHWEMMLE (1958) für Keimlinge, und BAUER 
(1958) für junge Blätter gefunden haben. Dagegen stellte EGLe (1944) 
in ähnlichen Versuchen mit ausgewachsenen Blättern größere Empfind- 
lichkeit von a fest. 

Wir wissen, daß die Fähigkeit zur Chlorophyllbildung im Tagesver- 
lauf derart schwankt, daß ein Maximum etwa 6 Std. nach Beginn der 
Belichtung oder nach Kurz-Belichtung von einigen Minuten mit weißem 
oder hellrotem Licht auftritt (WITHROWw u. Mitarb. 1956; VIRGIN 1957; 
1958; CLauss 1954; CLauss u. SCHWEMMLE 1958; Mrrrakos 1958). 
Offenbar überwiegt vormittags die Synthese, nachmittags der Abbau. 
Die zum nachmittäglichen Abfall führenden biochemischen Prozesse sind 
noch nicht geklärt, wiewohl einige neue Arbeiten (KANDLER u. SCHÖTZ 
1956; GRIFFTHS u. a. 1955; AACH 1953; SIRONVAL u. KANDLER 1958) 
für photooxydative Zerstörungen sprechen. Die Annahme, daß der 
jeweilige Chlorophyllgehalt das Resultat gleichzeitig ablaufender, auf- 
bzw. abbauender Prozesse ist, wird gestützt durch unsere Ergebnisse in 
_ verschiedenen Entwicklungsstadien. Während des Ergrünungsprozesses 

nämlich überwiegt die Synthese den Abbau und erhöht den Chlorophyll- 
spiegel von Tag zu Tag. In den alternden Kotyledonen ist es umgekehrt. 
In der Zwischenzeit sind beide Prozesse in summa gleich. 

Natürlich sollte in dieser Arbeit nur etwas über das Verhalten unseres 
Versuchsobjektes ausgesagt werden. Und besonders unterstrichen sei 
nochmals, daß es sich dabei um Keimpflanzen handelt, die sich in rascher 
Entwicklung befinden. Bekanntlich konnten in mehreren Arbeiten der 
Heidelberger Schule (SEYBoLD 1942, Ecze 1944, Bauer 1955) keine 
Schwankungen des Chlorophyligehaltes in erwachsenen Blättern nach- 
gewiesen werden. Hierzu sei auf die jüngste Darstellung von SEYBOLD 
und FALK verwiesen. 
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Zusammenfassung 


Junge Kotyledonen von Perilla ocymoides zeigen beim tagesperiodi- 
schen Licht-Dunkel-Wechsel während des Ergrünungsprozesses eine 
Zunahme beider Chlorophylle in der Lichtphase, eine geringe Abnahme 
während der Dunkelphase. In 12 Std langen Dunkelphasen nimmt dabei 
das Chlorophyll a um 6%, das Chlorophyll b um 20% (das Gesamt- 
chlorophyll um 9,5%) ab. 

In etwas älteren Kotyledonen zeigt sich bei 12:12stündigem Licht- 
Dunkel-Wechsel ein Maximum beider Chlorophylle etwa gegen Mitte der 
Lichtperiode, ein Minimum etwa gegen Ende der Dunkelperiode. Das 
Maximum des nächsten Tages erreicht zunächst noch dasjenige des vor- 
hergehenden, liegt aber in noch älteren Kotyledonen noch geringer als 
dieses. 

Die Schwankungen im Chlorphyligehalt laufen zeitlich parallel mit 
den früher festgestellten Schwankungen in der Fähigkeit zur Chlorophyll- 
bildung. 

Herrn Prof. Dr. E. Binntne danke ich für die Anregung zu dieser Untersuchung 


und für die dabei geleistete Hilfe, der Alexander von Humboldt-Stiftung für die 
Ermöglichung des Aufenthaltes in Deutschland. 


Nachtrag. Während der Korrektur erschien eine Arbeit von BAVRINA, in der 
ebenfalls über tagesperiodische Schwankungen im Chlorophyllgehalt von Blättern 
berichtet wird [Bavrına,T. V.: Diurnal dynamics of chlorophyll content in plant 
leaves. Fiziologiya Rastenii 6, 213—215 (1959), russ.; vgl. auch die Übersetzung 
dieser Zeitschrift ins Englische unter dem Titel “Plant Physiology” durch Amer. 
Inst. Biol. Sci. Washington]. Außerdem werden bei Hastines (Ann. Rev. Micro- 
biol. 13, 300) zwei uns bisher nicht zugänglich gewesene Arbeiten zitiert, in denen 
über Tagesschwankungen im Chlorophyllgehalt von Algen berichtet wird: B. M. 
SHIMADA, Limnol. and Oceanog. 3, 336—339 (1958), sowie C. S. YENTSCH, and 
J. H. Ryruer, Limnol. and Oceanog., 2, 140—142 (1957). 
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Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universität Göttingen 


VERÄNDERUNGEN IN DER NUCLEINSÄURE-FRAKTION 
GRÜNER BLÄTTER IM ZUSAMMENHANG 
MIT PHOTOPERIODISCHER INDUKTION * 


Von 
LOTHAR GULICH 
Mit 10 Textabbildungen 
(Eingegangen am 18. November 1959) 


Photoperiodisch empfindliche Pflanzen reagieren auf induktiv wirk- 
same Licht-Dunkel-Wechsel mit einer Veränderung der Differenzierungs- 
prozesse am Vegetationspunkt. Es hat sich aber gezeigt, daß das 
Spitzenmeristem selbst gegenüber periodischer Beleuchtung unempfind- 
lich ist, daß der photoperiodische Reiz vielmehr von den Laubblättern 
perzipiert wird (HARDER und v. WrrscH 1940a u.a.). Demnach muß 
eine „‚Reiz‘-Leitung von den Blättern zum Vegetationskegel stattfinden. 
Das experimentelle Material läßt bis heute keine plausiblere Hypothese 
zu als die Annahme eines hormonalen blühauslösenden Faktors (CAJLACH- 
JAN 1936a, b; HARDER 1937; MELCHERS und Lane 1941 u.a.). Trotz 
zahlreicher Bemühungen ist es aber noch nicht gelungen, einen derartigen 
Wirkstoff zu isolieren ; dennoch erlaubt das umfangreiche Beobachtungs- 
material wenigstens gewisse Aussagen: 

Das „Blühhormon“ wird außerordentlich langsam geleitet (CAJLACH- 
JAN 1941); in unterkühlten Gewebezonen kommt der Transport völlig 
zum Stillstand (BoRTHWICK, PARKER und Heınze 1941). Es kann 
über Pfropfstellen hinweg übertragen werden, jedoch erst, nachdem es 
zur Gewebeverwachsung gekommen ist (MosHKov 1939, WITHROW und 
WırHrow 1943). Das läßt an einen hochmolekularen Körper denken. 
Weiter läßt sich zeigen, daß der Wirkstoff nicht artspezifisch und für 
Lang- und Kurztagpflanzen identisch oder wenigstens aus einer identi- 
schen Vorstufe synthetisierbar ist (CAJLACHJAN 1936b, MELCHERS 1937, 
Lane und MELCHERS 1948). In mehreren Fällen ließ sich wahrschein- 
lich machen, daß unterschwellige Hormonmengen über mehrere Zell- 
generationen hinweg ohne wesentliche Konzentrationsverminderung 
weitergegeben werden können (HAMNER und Bonner 1938, Lane 1952). 
Das legt den Schluß auf eine autokatalytische Vermehrung des ,,Hor- 
mons“ nahe (Lona 1947a, Purvis u. GREGORY 1952, Lane 1952). 


* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät der Uni- 
versität Göttingen. 











Veränderungen in der Nucleinsäure-Fraktion grüner Blätter 375 


Eine Selbstreproduktion ist uns bis heute nur von Nucleinsäuren 
bekannt. Ebenso wie in der tierischen Zelle finden wir auch in der 
Pflanzenzelle zwei verschiedene Nucleinsäure-Typen, wobei die Ribo- 
nucleinsäure (RNS) nicht so streng lokalisiert erscheint wie die Desoxy- 
ribonucleinsäure (DNS), die außer in den Chromosomen nur noch in 
den Grana der Chloroplasten vorkommt (Curpa 1951, METZNER 1952, 
Curpa und SuGAHARA 1957, STocKkInG und Grrrorp 1959). Einen 
ersten Hinweis auf mögliche Mengenänderungen der DNS geben die 
Untersuchungen von v. Wrrscx und FLÜGEL (1951, 1952), die zeigen 
konnten, daß in Kurztagblättern der Crassulacee Kalanchoé Blossfeldiana 
die Zellkerne einen höheren Polyploidiegrad aufweisen als in Langtag- 
blättern. Während ausgewachsene Langtagblätter oktoploid sind, be- 
sitzen die sukkulenten Kurztagblätter den 32fachen Chromosomensatz. 
Im Zusammenhang damit dürfte die Zunahme der Kerngrößen im 
Spitzenmeristem photoperiodisch induzierter Kalanchoe- Exemplare 
stehen (METZNER, unveröffentlicht). 

Es sind verschiedene Methoden ausgearbeitet worden, um die beiden 
Nucleinsäuren aus pflanzlichen Geweben quantitativ zu extrahieren. Es 
sollte nun versucht werden, ob sich allein durch quantitative Vergleichs- 
messungen Veränderungen in der Nucleinsäure-Fraktion grüner Blätter 
im Verlaufe photoperiodischer Induktion feststellen lassen. Glücklicher- 
weise ist die in den cytologischen Untersuchungen studierte Kurztag- 
pflanze Kalanchoé Blossfeldiana in ihrem photoperiodischen Verhalten, 
vor allem durch die Arbeiten von HARDER u. Mitarb., sehr gut bekannt. 
Außerdem liegen gerade an diesem Objekt erste biochemische Unter- 
suchungen über den Einfluß der photoperiodischen Induktion vor 
(Merzxer 1954, 1955; Mapan 1956). Wenngleich auch der hohe Gehalt 
an organischen Säuren und insbesondere an Gerbstoffen das Arbeiten 
mit Kalanchoé-Blattern erheblich erschwert, so sollten doch, der besseren 
Vergleichsmöglichkeiten wegen, die Nucleinsäure-Veränderungen gerade 
an diesem Objekt studiert werden. Da möglicherweise allein in den 
Meristemen mit einer Nucleinsäure-Vermehrung zu rechnen ist (LONA 
1947b), war von vornherein mit einem unterschiedlichen Verhalten 
verschieden alter Blätter zu rechnen. In diesem Zusammenhang inter- 
essierten vor allem die Blätter mittleren Alters, die den photoperiodi- 
schen Reiz am empfindlichsten aufnehmen (HARDER und v. WITscH 
1940a, b), sodann die jungen Blattanlagen am Vegetationskegel, an 
dem sich die Differenzierung der Blütenteile vollzieht. Vergleichsweise 
sollten aber auch ältere Blätter mit untersucht werden, um damit 
zugleich Daten über die quantitative Verteilung der beiden Nucleinsäure- 
Typen innerhalb der Pflanze zu gewinnen. Somit stellt die vorliegende 
Arbeit einen weiteren Beitrag zur Frage biochemischer Veränderungen 
im Laufe der photoperiodischen Induktion dar. 
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Methodik 


1. Pflanzenmaterial. Die Hauptversuche wurden ausschließlich an Kalanchoe 
Blossfeldiana durchgeführt. Es wurden 4 Induktionsreihen ausgewertet, bei denen 
die Pflanzen zu Versuchsbeginn 5'/, Monate alt waren. Damit hatten sie das für 
die photoperiodische Induktion optimale Alter (Younis 1955). Sie waren in 
Töpfen mit ,,Standarderde‘‘ herangewachsen und durch regelmäßige Behandlung 
mit dem Pflanzenschutzmittel E 605 vor Schädlingsbefall geschützt worden. Die 
Aufzucht erfolgte in Gewächshäusern bei annähernd konstanter Temperatur von 
+18°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von etwa 80%. Bis zu Beginn des 
eigentlichen Versuchs standen die Pflanzen im natürlichen sommerlichen Langtag 
(Tageslänge länger als 13 Std). Für alle Experimente wurden gleichmäßig ent- 
wickelte Pflanzen ausgesucht, die 8—10 Blattwirtel besaßen; die Blätter unterhalb 
des 8. Wirtels (vom Vegetationspunkt aus nach unten gezählt) wurden entfernt, 
ebenfalls alle Achseltriebe. Jede Versuchspflanze war somit unverzweigt und 
besaß 8 makroskopisch sichtbare Wirtel. 

Die Induktion wurde im Gewächshaus durchgeführt. Die Versuchspflanzen 
kamen in einen 9stündigen Kurztag, der jeweils von 8—17 Uhr dauerte; Lang- 
nacht war also von 17—8 Uhr. Dieser Licht-Dunkel-Rhythmus bewirkt bei 
Kalanchoé eine optimale Induktion (HauscHiLp 1943). Zur Kontrolle verblieb 
eine Anzahl gleich weit entwickelter Pflanzen in der natürlichen Tageslänge; im 
Spätherbst wurde eine Blütenbildung der Kontrollen durch Störlicht von jeweils 
0—2 Uhr verhindert. 

Geerntet wurde nach folgendem Plan: 


Anzahl der 

Induktionstage Lo me ee (Eur ve eo. a ee ee EEE ee, 48 
Kurztagpflanzen . . . + + + + + + + + + + + + 
Langtagpflanzen . . . + + ae + 


Zur Ernte wurden von jeweils 6 Pflanzen die Blatter dreier Regionen unmittelbar 
am Ansatz der Spreite abgetrennt!. Hierbei entsprechen die mittleren Blätter 
der Region maximaler photoperiodischer Empfindlichkeit. 

2. Aufbereitung und Konservierung des Pflanzenmaterials. Die Ernte erfolgte 
bei allen Versuchspflanzen morgens um 10 Uhr, also jeweils genau 2 Std nach 
Lichtbeginn. Dadurch wurde ein möglichst gleichmäßiger Assimilatspiegel an- 
gestrebt. Die Blätter der 3 verschiedenen Regionen wurden sofort nach dem 
Abtrennen gewaschen und zerkleinert. Das Homogenisieren erfolgte dabei in den 
ersten Versuchen vergleichsweise nach 3 verschiedenen Methoden: 

a) Zerkleinern in 96%igem Athanol (mittels „‚Starmix‘‘ oder ,,Kress-Homo- 
genisator‘*) ; 

b) Vakuumtrocknung der Blatter bis zur Gewichtskonstanz (im Vakuum- 
thermostaten bei + 35°C), anschließend Zerkleinern in der Reibschale; 

c) Zerkleinern nach vorheriger Gefriertrocknung. 

Die Anforderungen der vorliegenden Arbeit — möglichst rasches Abtöten und 
Zerkleinern der Blätter, völlige Entwässerung und lange Haltbarkeit des Trocken- 
pulvers (bei täglich neuer Ernte kann das Pulver nicht sofort untersucht werden) — 
wurden am besten von der Gefriertrocknungsmethode erfüllt: 


1 Die Blätter des 8. Wirtels (vom Vegetationspunkt nach unten gezählt) werden 
im folgenden als ,,untere Blätter‘, die des 5. und 6. Wirtels als ,,mittlere Blätter‘‘, 
die Vegetationskegel und die Blätter des 1.—3. Wirtels als ,,Spitze‘‘ bzw. ,,Spitzen- 
region bezeichnet. 








Veränderungen in der Nucleinsäure-Fraktion grüner Blätter 377 


Die geernteten und gereinigten Blätter wurden allseitig in Trockeneis ein- 
gebettet. Sie gefroren dabei augenblicklich und konnten dann leicht in vor- 
gekühlten Reibschalen zerkleinert werden. Das fein zerriebene Pulver wurde in 
dünner Schicht in Petrischalen geschüttet und dann im Exsiccator dem Hoch- 
vakuum einer zweistufigen Röntgenpumpe (Endvakuum < 105 Torr) ausgesetzt. 
Wurde anfangs eine ausreichende Menge von Kohlensäureschnee zugesetzt, so 
blieb die Temperatur des Pulvers stets unter dem Taupunkt. Bei den Langtag- 
blättern dauerte das Trocknen etwa 6 Std, bei den sukkulenten Blättern lang- 
fristig induzierter Pflanzen bis zu 2 Tagen. Das fertige Trockenpulver wurde 
nochmals fein zerrieben und dann bis zur weiteren Verarbeitung im gekühlten 
Vakuumexsiccator (0° C) über Phosphorpentoxyd aufbewahrt. Die mikroskopische 
Untersuchung des Gefriertrockenpulvers ließ keine unzerriebenen Zellen mehr 
erkennen. Auch ergab eine weitere Zerkleinerung des Pulvers mit Hilfe von Quarz- 
mehl bei der nachfolgenden Extraktion keine erhöhte Nucleinsäure-Ausbeute. 
Damit durfte das Blattmaterial für die Nucleinsäure-Extraktion als hinreichend 
zerkleinert angesehen werden. 


3. Extraktion und Messung der Nucleinsäuren. Für die Extraktion von Nuclein- 
säuren aus tierischen Geweben sind zahlreiche brauchbare Methoden entwickelt 
worden (SCHNEIDER 1945, SCHMIDT u. THANNHAUSER 1945 u. a.), doch lassen sich 
diese Verfahren nicht ohne weiteres auf die Gewinnung und Bestimmung von 
Nucleinsäuren aus Pflanzengeweben übertragen (vgl. HAHN und v. EuLER 1946a, 
Ocur und Rosen 1950, MARKHAM 1955, Fincx und Carr 1956, CHIBA und SucA- 
HARA 1957). Das liegt vor allem daran, daß pflanzliche Zellen in der Regel ver- 
schiedene Inhaltsstoffe besitzen, die einmal die späteren Nachweisreaktionen 
stören, zum anderen komplexe Verbindungen mit der Nucleinsäure eingehen 
können (NEUBERG und RoBERTS 1949, THoMAS und SHERRAT 1956). Als Ausgangs- 
punkt für Extraktion und Bestimmung der Nucleinsäuren aus Kalanchoé-Blattern 
konnte allein die Methode von OGur und Rosen (1950) zugrunde gelegt werden. 
Ein besonderer Vorteil dieses Verfahrens liegt in der Verwendung von Perchlor- 
säure an Stelle der sonst zumeist benutzten Trichloressigsäure. Perchlorsäure 
besitzt im Absorptionsgebiet der Nucleinsäuren, d.h. im Wellenlängengebiet um 
260 mu, keine Absorptionsbanden und gestattet somit eine spätere spektrophoto- 
metrische Analyse der Extrakte. 

Die Ogur-Rosen-Methode, bei der mögliche Störstoffe noch vor der eigentlichen 
Extraktion der Nucleinsäuren durch Auszug der Pflanzengewebe mit Äthanol 
und einem Äthanol-Äther-Gemisch beseitigt werden, wurde speziell für Keim- 
wurzeln entwickelt. Sie läßt sich nicht ohne weiteres auf die Extraktion von 
Nucleinsäuren aus assimilierenden Pflanzenteilen übertragen (vgl. HoLDEN 1952, 
1953; MARKHAM 1955; Curpa und SUGAHARA 1957; BÖTTGER und WOLLGIEHN 
1958). Bei Kalanchoe-Blättern reichen die angegebenen Extraktionszeiten bzw. 
-temperaturen nicht aus, um die RNS auch nur annähernd quantitativ aus dem 
Gewebe herauszulösen. So blieb kein anderer Weg, als in langwierigen Vorver- 
suchen die Extraktionsbedingungen zu variieren, um zu einer geeigneten Modifika- 
tion zu gelangen. Dabei wurde bald eine Erhöhung der HCIO,-Konzentration als 
bedenklich erkannt, da diese zur Hydrolyse sonst ungelöster Zellinhaltsstoffe 
führen und überdies die Nucleinsäuren selbst angreifen kann. Es verblieben 
Änderungen der Temperatur sowie der Extraktionszeiten (vgl. Abb. 1). Nach den 
Ergebnissen der Vorversuche wurde schließlich der nachfolgende Trennungsgang 
als besonders geeignet erkannt: 

Die eingewogenen Trockenpulvermengen wurden in jeweils einem Zentrifugen- 
glas den nachstehenden Extraktionsbedingungen unterworfen. Zwischen den ein- 
zelnen Extraktionsschritten wurde scharf zentrifugiert und vorsichtig dekantiert. 
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Durch die Ausschaltung aller Filtrationen konnten so die Substanzverluste minimal 
gehalten werden: 

1. Extraktion der eingewogenen Trockenpulvermenge (100 mg) mittels 15 cm? 
kalten (0°C) 70%igen Äthanols; Dauer der Extraktion 20 min. 

2. Extraktion des Rückstandes von 1. in 10 em? kalter (0° C) 0,1%iger äthanoli- 
scher HCIO,-Lösung. Vereinigen der Extrakte von 1. und 2. 

3. Extraktion des Rückstandes von 2. mittels 10 cm? eines Äthanol-Äther- 
Gemisches (3:1) im siedenden Wasserbad; Dauer der Extraktion 5 min. Diese 
Extraktion wurde bis zur völligen Entfärbung des Rückstandes wiederholt; die 
einzelnen Extrakte wurden vereinigt. 

4. Zweimalige Extraktion des Rückstandes von 3. in 10cm? kalter (0°C) 
0,2n HCIO,; Vereinigen der beiden Extrakte. Bei dieser Extraktion muß sehr 

schnell gearbeitet werden, da die 

[ec | Perchlorsäure sonst bereits RNS 
Da | | eC aus dem Trockenpulver heraus- 

lést. Daher wurde eine standige 
Kontrolle dieser Fraktion auf 
etwaige Nucleinsäurespuren vor- 
genommen. 

5. RNS-Fraktion: 14 Std lange 
Extraktion des Rückstandes von 

| 4. mittels 10 cm? kalter (+ 4° C) 

| 1 n HCIO,; anschließend noch- 

| malige gleich lange dauernde 

| | Extraktion bei +8° C, ebenfalls 
RS 0 2 #4 76 mittels 1 n HCIO,. Vereinigen der 
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Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der RNS-Extraktion 6. DNS-Fraktion: 14 Std 


aus getrockneten Kalanchoé-Blattern beiverschie- lange Extraktion des Riickstan- 
denen Temperaturen des Lösungsmittels (HC1O,) des von 5. mittels +37° C war- 

mer 0,5n HClO, — oder 20 min 
lange Extraktion mit der gleichen Säurekonzentration bei +700 C —; Wieder- 
holung der Extraktion und Vereinigen der beiden Extrakte. 

Zur quantitativen Bestimmung der Nucleinsäuren wurde die Brauchbarkeit 
sehr verschiedener Verfahren überprüft; dabei wurden alle 3 Bausteine des Mole- 
küls berücksichtigt, d.h. Basen-, Zucker- und Phosphorsäure-Bestandteil. 

a) Phosphorbestimmungen wurden kolorimetrisch nach Gomort (1941) durch- 
geführt. Die Blaufärbung wurde im Elko II (Zeiss) unter Vorschalten des Filters I 
66,9 gemessen. 

b) Zuckerbesti gen. Die Bestimmung der Pentose (Ribose) erfolgte nach 
2 Methoden: ‘ 

1. Orcin-Methode nach MrsBaum (1939). Die Grünfärbung wurde nach 2 Std 
im Elko II mit dem Filter I 66,9 gemessen. Diese Methode erwies sich jedoch 
für die untersuchten Extrakte als wenig geeignet (vgl. Hann und v. EuLER 1946a). 

2. Phloroglucin-Methode nach Hann und v. EuLER (1948). Diese Methode 
ergab bei den Extrakten eine blaugrüne Färbung, die nach 4 Std im Elko II mit 
Filter I 62,5 gemessen wurde. 

Die Bestimmung der d-Desoxyribose erfolgte vergleichsweise nach 3 Methoden: 

1. Phloroglucin-Methode nach Haun und v. EuLer (1948). Diese Methode 
erwies sich für die vorliegenden Extrakte als ungeeignet. 

2. Carbazol-Reaktion nach DiscHe (1930). Die Reaktion war für die DNS- 
Extrakte nicht eindeutig. 
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3. Diphenylamin-Reaktion nach DiscHe (1930). Die Blaufärbung wurde im 
Elko II mit Filter S 57 E gemessen. Da diese Reaktion verhältnismäßig konzen- 
trierte DNS-Lösungen verlangt, mußten die 20cm? DNS-Extrakte zuvor am 
Wasserstrahlvakuum eingeengt werden. Für die kolorimetrische d-Desoxyribose- 
Bestimmung und damit für die Bestimmung der DNS war nur diese Dische-Reaktion 
geeignet. 

c) Bestimmung des Basenanteils. Die quantitative Bestimmung des Basenanteils 
erfolgte sowohl bei RNS als auch bei DNS durch Messung der UV-Absorption der 
Extrakte im Zeiss-Opton-Spektralphotometer. Es wurde immer die Extinktion im 
Bereich von 230—300 my durchgemessen, und zwar von 230—250 my in Abständen 
von jeweils 5 mw, von 250—275 my in Abständen von 2 my, im Maximum von 
1 my und von 275—300 my wieder in Abständen von 5 my, gelegentlich von 10 my. 

Ein Beispiel für die spektralphotometrische Messung einer Serie von RNS- 
Extrakten gibt die Tabelle. Die angeführten Zahlen sind Extinktionswerte der 


Tabelle. Extinktionswerte der RN S-Extrakte verschieden lange photoperiodisch 








induzierter Kalanchoë-Laubblätter 
Wellen- Zahl der gebotenen Kurztage 
länge 
mu 0 1 2 3 4 5 6 10 14 21 25 49 





225 | 0,309 | 0,282 | 0,248 | 0,212 | 0,284 | 0,221 | 0,233 | 0,277 | 0,269 | 0,239 | 0,287 | 0,248 
230 | 0,243 | 0,228 | 0,187 | 0,157 | 0,222 | 0,170 | 0,178 | 0,212 | 0,206 | 0,187 | 0,222 | 0,193 
235 | 0,223 | 0,207 | 0,183 | 0,151 | 0,207 | 0,168 | 0,173 | 0,196 | 0,192 | 0,175 | 0,204 | 0,182 
240 | 0,242 | 0,232 | 0,212 | 0,174 | 0,232 | 0,196 | 0,201 | 0,213 | 0,215 | 0,190 | 0,219 | 0,196 
245 | 0,292 | 0,262 | 0,267 | 0,218 | 0,279 | 0,244 | 0,250 | 0,256 | 0,267 | 0,227 | 0,265 | 0,234 
250 | 0,349 | 0,334 | 0,332 | 0,272 | 0,336 | 0,303 | 0,312 | 0,309 | 0,328 | 0,273 | 0,324 | 0,284 
252 | 0,373 | 0,341 | 0,357 | 0,297 | 0,362 | 0,327 | 0,334 | 0,332 | 0,353 | 0,293 | 0,348 | 0,306 
255 | 0,397 | 0,358 | 0,381 | 0,317 | 0,384 | 0,347 | 0,357 | 0,354 | 0,377 | 0,312 | 0,369 | 0,321 
257 | 0,408 | 0,373 | 0,395 | 0,328 | 0,396 | 0,357 | 0,371 | 0,365 | 0,392 | 0,322 | 0,383 | 0,330 
259 | 0,416 | 0,377 | 0,399 | 0,333 | 0,402 | 0,363 | 0,376 | 0,372 | 0,399 | 0,328 | 0,393 | 0,337 
260 | 0,417 | 0,378 | 0,402 | 0,336 | 0,404 | 0,366 | 0,378 | 0,372 | 0,402 | 0,328 | 0,394 | 0,337 
261 | 0,4181) 0,382 | 0,403 | 0,336 | 0,404 | 0,366 | 0,380 | 0,375 | 0,403 | 0,329 | 0,396 | 0,337 
262 | 0,416 | 0,378 | 0,403 | 0,336 | 0,404 | 0,366 | 0,379 | 0,374 | 0,403 | 0,328 | 0,396 | 0,337 
263 | 0,414 | 0,377 | 0,400 | 0,335 | 0,403 | 0,364 | 0,377 | 0,374 | 0,403 | 0,326 | 0,393 | 0,334 
264 | 0,412 | 0,376 | 0,398 | 0,333 | 0,398 | 0,361 | 0,376 | 0,372 | 0,401 | 0,325 | 0,394 | 0,333 
265 | 0,407 | 0,373 | 0,394 | 0,331 | 0,397 | 0,357 | 0,373 | 0,368 | 0,398 | 0,323 | 0,392 | 0,331 
267 | 0,398 | 0,367 | 0,386 | 0,323 | 0,388 | 0,349 | 0,366 | 0,363 | 0,391 | 0,318 | 0,385 | 0,323 
270 | 0,378 | 0,351 | 0,367 | 0,308 | 0,367 | 0,330 | 0,348 | 0,347 | 0,373 | 0,306 | 0,372 | 0,307 
280 | 0,294 | 0,277 | 0,283 | 0,236 | 0,288 | 0,251 | 0,273 | 0,276 | 0,297 | 0,237 | 0,297 | 0,232 
290 | 0,185 | 0,182 | 0,175 | 0,145 | 0,184 | 0,156 | 0,173 | 0,175 | 0,193 | 0,153 | 0,193 | 0,142 
300 | 0,077 | 0,088 | 0,068 | 0,053 | 0,082 | 0,062 | 0,074 | 0,075 | 0,087 | 0,073 | 0,090 | 0,056 


1 Extinktionsmaxima kursiv gedruckt. 






































RNS-Extrakte verschieden lange photoperiodisch induzierter Pflanzen bei ver- 
schiedenen Wellenlängen. Die Extinktionsmaxima wurden dabei durch Kursiv- 
druck hervorgehobent. 

Im allgemeinen wurde eine gute Übereinstimmung der nach den verschiedenen 
Methoden ermittelten Werte für die Nucleinsäure-Konzentrationen erreicht. 


1 In die Abbildungen der Extinktionskurven konnten jeweils nur einige be- 
zeichnende Meßpunkte eingetragen werden, da die Markierung aller gemessenen 
Werte die Darstellungen unübersichtlich gemacht hätte. 
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Traten Differenzen auf, so wurde als ausschlaggebend immer der Wert der UV- 
Absorption gewertet. 

Die am Absorptionsmaximum gemessenen absoluten Extinktionswerte können 
nur dann direkt miteinander verglichen werden, wenn — gleiche optische Eigen- 
schaften der Meßküvetten vorausgesetzt — in allen Proben neben den Nuclein- 
säuren jeweils gleiche Mengen identischer Begleitsubstanzen vorhanden sind, d.h. 
wenn nur die Konzentration des zu untersuchenden Stoffes variiert. Da diese 
Voraussetzungen bei pflanzlichen Extrakten bestenfalls annähernd erfüllt werden, 
gibt man als Maß für die Konzentration der Nucleinsäuren nicht die Extinktion 
im Absorptionsmaximum an, sondern die Differenz zweier Extinktionswerte, 
wovon der eine Wert der des Absorptionsmaximums ist (vgl. OGur und RosEx 

1950 u.a.). In der vorliegenden 
45 ] T | Arbeit wurde die Differenz zwi- 
| schen den Extinktionswerten bei 
230 und 260 mu gemessen. Abb. 2 
zeigt, daB im untersuchten Konzen- 








8, 0 trationsbereich sowohl fiir DNS 
=? als auch fiir RNS ein linearer Zu- 
iS sammenhang zwischen Extinktion 
N und Nucleinsäure-Konzentration 


existiert. 

4. Bezugssystem. Als mögliche 
Bezugswerte für die Nucleinsäure- 
konzentrationen der induzierten 
20 30 40 »» Pflanzen bieten sich 3 ‚Größen 

Konzentration (mo/\) an: Trockengewicht, Nucleinsäure- 
Abb. 2. Zusammenhang zwischen Nucleinsiure- 8ehalt nichtinduzierter gleich alter 
Konzentration und Extinktion. © © RNS, Kontrollpflanzen und der Gehalt 

% x DNS an Gesamtstickstoff. Das Trocken- 
gewicht kann nur dann als Bezugs- 
größe dienen, wenn es sich nicht selbst im Verlaufe der photoperiodischen Induktion 
verändert. Deshalb wurden Trockengewichtsbestimmungen induzierter Kalanchoe- 
Pflanzen durchgeführt. Die Pflanzen wurden unter den gleichen Bedingungen gehalten 
wie die zur Nucleinsäure-Bestimmung angezogenen Versuchsexemplare. Geerntet 
wurden die mittleren Blätter. Sie wurden gewaschen, und mit einem Korkbohrer 
wurden je 100 gleich große Blattstücke ausgestanzt. Diese Gewebestücke wurden auf 
Filtrierpapier in einen Thermostaten gelegt und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Die Versuche wurden mehrfach wiederholt; jedesmal ergab sich, daß innerhalb 
der untersuchten Induktionsspanne keine wesentlichen Schwankungen des 
Trockengewichts, bezogen auf Blattfläche, erfolgten. Das Trockengewicht war 
demnach eine für die vorliegende Untersuchung der Nucleinsäuren brauchbare 
Bezugsgröße. 

Eine andere Bezugsmöglichkeit ergibt sich durch den Vergleich mit nicht- 
induzierten Kontrollexemplaren. Zu diesem Zweck wurden in bestimmten Ab- 
ständen zugleich mit den induzierten Kurztagexemplaren Langtagkontrollen der- 
selben Aussaat geerntet und deren Nucleinsäuremenge analog der der Kurztag- 
pflanzen bestimmt. 

Als dritte Bezugsgröße wurde die Menge des Gesamtstickstoffs untersucht. 
Aus den Gefriertrockenpulvern verschieden lange induzierter Pflanzen wurde 
nach der Kjeldahl-Methode mit jodometrischer Titration (0,01 n Lösungen) der 
Gesamtstickstoff bestimmt (CHuiBnaLL, Rees und Wırrıams 1943). Analysiert 
wurden Proben von jeweils etwa 40 mg, die mit 1 cm? H,SO, unter Zusatz von 
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„Selen-Spezialkatalysator‘‘ (MERCK) verascht wurden. Die Schwankungen dieser 
Größe waren beträchtlicher als die des Trockengewichts, das daher — neben dem 
Vergleich mit Langtagkontrollen — als Bezugsgröße verwendet wurde. 


Ergebnisse 
A. Vorversuche 


Die quantitative Bestimmung von Nucleinsäuren durch Auswertung 
der UV-Absorption pflanzlicher Extrakte setzt die vorherige Abtrennung 
aller übrigen im Absorptionsgebiet der Nucleinsäuren absorbierenden 
Zellinhaltsstoffe voraus. Insbesondere Gerbstoffe sowie Indolverbindun- 
gen und einzelne der freien Aminosäuren zeigen im Gebiet um 260 mu 
ausgeprägte Absorptionsbanden. Die Ogur-Rosen-Methode ist nun so 
angelegt, daß diese Störsubstanzen durch stufenweise Vorextraktionen 
möglichst beseitigt werden. Um auch die bei den sukkulenten Kalanchoé- 
Blättern besonders ins Gewicht fallenden Gerbstoffe zuverlässig aus- 
schalten zu können, mußte die Behandlung des Trockenpulvers mit 
dem Athanol-Ather-Gemisch gegenüber der Original-Vorschrift ver- 
längert werden (s. oben). 

In den Vorversuchen wurden die bei der Vorreinigung des Pulvers 
anfallenden Extrakte nicht verworfen, sondern zusammen mit den 
beiden Nucleinsäure-Fraktionen spektralphotometrisch untersucht. Zu- 
nächst wurden Blätter aller drei untersuchten Regionen sowohl für 
Langtagkontrollen als auch für 10 und 49 Tage lang induzierte Kurz- 
tagexemplare extrahiert; insgesamt wurden mehr als 20 derartige Ver- 
suchsreihen durchgeführt. Die (auf Trockengewicht bezogenen) Ergeb- 
nisse zeigen die Abb. 3—5. Naturgemäß sind Angaben über absolute 
Konzentrationen nicht möglich, da für die unbekannten Stoffgemische 
keine Eichkurven aufgestellt werden können. Die Meßergebnisse ge- 
statten aber einerseits einen Vergleich zwischen den verschiedenen 
Blattwirteln; andererseits zeigen sie die im Verlaufe der Induktion 
auftretenden Mengenänderungen. 

1. Athanol- + HCIO,- Äthanol-Fraktion. In dieser Fraktion liegt das 
Absorptionsmaximum der Extrakte stets bei 280 mu (vgl. Abb. 3). Die 
Konzentration der absorbierenden Inhaltsstoffe — in erster Linie wohl 
freie Aminosäuren — ist in den Blättern der Spitzenzone am größten; 
zur Basis hin fällt die Menge beständig ab. Dieses Ergebnis stimmt 
völlig überein mit den Befunden von Mapan (1956), der bei der Unter- 
suchung der freien Aminosäuren in Kalanchoé die gleiche Verteilung 
innerhalb der Wirtel verschiedenen Alters fand. 

Im Laufe der Kurztag-Behandlung kommt es in allen Wirteln zu 
einem Konzentrationsrückgang. Dieser Abfall ist in den jüngsten Blät- 
tern — allerdings erst nach dem 10. Kurztag — am deutlichsten aus- 
geprägt. Die für die photoperiodische Induktion wesentlichen Prozesse 
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laufen aber sicherlich schon innerhalb der ersten 10 Tage ab. Da 
während dieser Zeit keine deutlichen Mengenänderungen feststellbar 
sind, liegen keine Anhaltspunkte dafür vor, daß in dieser Fraktion für 
die Entwicklungsumstimmung des Vegetationspunktes entscheidende 
stoffliche Umsetzungen ablaufen. 
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Abb. 3. Veränderungen der Extinktion der ersten bei der Nucleinsäure-Extraktion aus 
getrockneten Kalanchoë-Blättern anfallenden Vorfraktion (Athanol + HCIO,-Âthanol) im 
Verlaufe photoperiodischer Induktion. a Spitzenregion; b mittlere Blätter; c untere 
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Abb. 4. Veränderungen der Extinktion der zweiten bei der Nucleinsäure-Extraktion aus 
getrockneten Kalanchoë-Blättern anfallenden Vorfraktion (Äthanol-Äther) im Verlaufe 
photoperiodischer Induktion. a Spitzenregion; b mittlere Blätter; ce untere Blätter. 
® @ Langtagkontrolle; x x mit 10 Kurztagen induzierte Exemplare; 
° o mit 49 Kurztagen induzierte Exemplare 











2. Äthanol- Äther-Fraktion. In dieser Fraktion befinden sich vor 
allem Lipoide und die bei Kalanchoé mengenmäßig so hervortretenden 
Gerbstoffe. Vergleicht man hier die Absorptionskurven für die ver- 
schiedenen Blattetagen (vgl. Abb. 4), so fällt sogleich auf, daß die Lage 
des Absorptionsmaximums nicht mehr konstant ist. Es hat für obere 
und mittlere Blätter den Anschein, als wenn es während der Kurztag- 
Behandlung um fast 10 mu zum Langwelligen hin verschoben würde. 
Bei den älteren Blättern läßt sich, insbesondere für die Langtagkontrollen, 
kaum noch ein Maximum angeben. 
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Weiterhin fällt auf, daß zwischen den einzelnen Blattetagen praktisch 
keine Konzentrationsdifferenzen mehr festzustellen sind. Während die 
Kurztag-Behandlung in der Spitzenregion von Anfang an einen schwa- 
chen Rückgang bedingt, sieht es in den älteren und vor allem in den 
mittleren Blättern nach einem vorübergehenden Anstieg der Extinktions- 
werte aus. Inwieweit hier ein Zusammenhang mit der Induktion vorliegen 
könnte, muß völlig offen bleiben. Zunächst einmal müßte diese Fraktion 
auf ihre genaue stoffliche Zusammensetzung hin untersucht werden. 

3. HCIO,-Fraktion. Auch für diese Fraktion wissen wir noch nichts 
über die stoffliche Zusammensetzung auszusagen. Ähnlich wie in der 
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Abb. 5. Veränderungen der Extinktion der dritten bei der Nucleinsäure-Extraktion aus 
getrockneten Kalanchoë-Blättern anfallenden Vorfraktion (HCIO,) im Verlaufe photo- 
periodischer Induktion. a Spitzenregion; b mittlere Blätter; c untere Blätter. ® æ 
Langtagkontrolle; x x mit 10 Kurztagen induzierte Exemplare; 
Oo oO mit 49 Kurztagen induzierte Exemplare 











Äthanol-Äther-Fraktion ist auch hier nur in einzelnen Fällen ein deut- 
liches Absorptionsmaximum auszumachen (vgl. Abb. 5). In allen Fällen 
kommt es hier im Verlaufe der Induktion zu einer Extinktionszunahme 
der Extrakte, wobei aber sehr verschieden ist, wann sich dieser Anstieg 
im Verlauf der insgesamt 7 Wochen andauernden Induktionsphase voll- 
zieht. 

Es mag nach diesen Vorversuchen lohnend erscheinen, diese in der 
vorliegenden Arbeit sonst verworfenen Fraktionen später einmal näher 
zu untersuchen. Selbstverständlich kann allein die spektralphotometri- 
sche Untersuchung eines Stoffgemisches keine Aufschlüsse geben. Erst 
die präparative Auftrennung der Sammelfraktionen und eine nach den 
einzelnen Komponenten getrennte Untersuchung vermag eventuell 
weitere Informationen zu liefern. 

4. Nucleinsäure-Fraktion. Durch eine Reihe von Vorversuchen 
konnte zunächst einmal gezeigt werden, daß die aus jüngeren Langtag- 
blättern von Kalanchoé extrahierten Nucleinsäuren Absorptionskurven 
ergeben, die völlig mit den in der Literatur veröffentlichten Darstellungen 
übereinstimmen. Auch ein Vergleich mit Handelspräparaten (Bayer, 
Schuchardt) zeigte sowohl für die RNS als auch für die DNS keinerlei 
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Abweichungen. Sodann wurde fiir nichtinduzierte Kalanchoé-Exemplare 
die Verteilung von RNS und DNS innerhalb der Blatter verschiedener 
Wirtel untersucht. Abb. 6 gibt das Ergebnis fiir die RNS wieder. Es zeigte 
sich, daB die RNS-Konzentration mit zunehmendem Blattalter deutlich 
absinkt. In Blattern des 8. Wirtels ist (auf das Trockengewicht bezogen) 
weniger als die Hälfte der in der Spitzenregion vorliegenden Nucleinsäure 
enthalten. Dieser Befund deckt sich völlig mit den älteren Angaben so- 
wohl von Lance (1954) als auch von 
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Abb.6. Extinktion der aus äquivalenten Proben verschieden alter Kalanchoë-Blätter 








x mittlere Blätter; 





extrahierbaren RNS-Mengen. ® @ Spitzenregion; X 
O O untere Blätter 
Abb. 7. Extinktion der aus äquivalenten Proben verschiedener Kalanchoë-Blätter bzw. 
-Blüten extrahierbaren DNS-Mengen. € @ Blüten; © oO sukkulente Blätter 
im Kurztag aufgezogener Exemplare; e——e Blätter nach 30 Kurztagen; 
O——O Blätter von Langtagkontrollen 











Für die DNS findet sich ein sehr ähnliches Ergebnis. Der Konzen- 
trationsabfall von der Spitze zur Basis ist sogar noch ausgeprägter als 
bei der RNS. Zum Unterschied von der RNS zeigt sich bei der DNS 
aber in den Blättern mittleren Alters — schwächer auch in noch älteren 
Blättern — eine Verschiebung des Absorptionsmaximums um beinahe 
10 mu zu größeren Wellenlängen hin. Dies ließ zunächst an eine Ver- 
unreinigung der DNS-Fraktion durch Proteine denken. Um dieser 
Vermutung nachzugehen, wurden die Nucleinsäure-Fraktionen mehrfach 
auf eventuell adsorptiv mitgeschlepptes Eiweiß untersucht!. Dazu 
wurden Proben der Extrakte mit konzentrierter Salzsäure versetzt, 
auf Filtrierpapier aufgebracht und im Thermostaten vorsichtig ein- 


1 Perchlorsäure ist an sich ein recht wirksames Eiweiß-Fällungsmittel. Es war 
aber noch besonders auszuschließen, daß nicht adsorptiv Proteinspuren mit in die 
Nucleinsäure-Fraktionen gelangen. 
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gedampft. Bei dieser Behandlung hätte es zur Hydrolyse von Eiweiß- 
körpern kommen müssen. Die Flecken wurden dann mit NaOH neutrali- 
siert, mit Ninhydrin besprüht und erneut erhitzt. Es ließen sich dabei 
niemals ninhydrinpositive Substanzen nachweisen. Demnach waren in 
den Nucleinsäure-Extrakten keine Eiweiße enthalten. Die Ursache der 
Absorptionsverschiebung, die bei induzierten Blättern besonders deut- 
lich hervortrat, muß daher zunächst unaufgeklärt bleiben. Es ist nicht 
ausgeschlossen, daß sie auf eine Verunreinigung zurückgeht, die durch 
die Vorextraktionen nicht entfernt wurde, möglicherweise sogar erst 
während der DNS-Extraktion (+70°C!) in den Extrakt gelangte. 
Diese Verschiebung wurde bei den späteren Auswertungen berück- 
sichtigt. 

Die letzten Vorversuche wurden unternommen, um zu klären, ob 
es bei fortgesetzter Kurztag-Behandlung tatsächlich zu einer Zunahme 
der DNS-Menge kommt. Es wurden verglichen: Langtagkontrollen, 
30 Tage hindurch induzierte Exemplare der gleichen Aussaat, aus- 
gesprochen sukkulente Blätter im Kurztag herangezogener Kalanchoé- 
Exemplare (etwas ältere Aussaat) und schließlich Kalanchoe-Blüten. 
Abb. 7 zeigt, daß es bei der Umstimmung zur Blütenbildung zu einer 
eindeutigen Konzentrationszunahme der DNS kommt. Bereits inner- 
halb von 30 Tagen wird die DNS-Konzentration nahezu verdreifacht. 
Dieses Ergebnis führte nun zu den Reihenuntersuchungen, in denen für 
beide Nucleinsäure-Typen die Konzentrationsänderungen im Verlaufe 
der wirksamen Induktionsphase untersucht wurden. 


B. Hauptversuche 


Photoperiodisch empfindliche Pflanzen benötigen zum Übergang 
von der vegetativen zur reproduktiven Phase ihrer Entwicklung eine 
ganz bestimmte Anzahl von Licht-Dunkel-Cyclen. Nach dieser Behand- 
lung ist der Vegetationspunkt zur Anlage von Blüten umgestimmt; 
die Pflanzen können wieder unter nichtinduktive Bedingungen gebracht 
werden. Die zur Blütenbildung führenden Prozesse — allgemeine Stoff- 
wechsel-Veränderungen oder die Bildung eines ‚„Blühhormons“ — 
müssen also innerhalb dieser wenigen Cyclen, der Schwelleninduktion, 
ablaufen. Die in der vorliegenden Untersuchung verwendete Kurztag- 
pflanze Kalanchoé Blossfeldiana benötigt zu dieser Umstimmung mit 
dem für sie optimalen Licht-Dunkel-Wechsel von 9:15 Std (HAUScHILD 
1943) eine viertägige Induktion (HARDER und v. Wrrscx 1940a). Hieraus 
ergibt sich eine Zweiteilung der Untersuchungen. Es sind zunächst die 
Veränderungen der Nucleinsäure-Konzentrationen bis zum Erreichen 
der Schwelleninduktion zu betrachten, bei Kalanchoé also die Zeit bis 
etwa zum 5. Induktionstag. Darüber hinaus ist der weitere Verlauf 
der Induktion mit zu untersuchen, um Veränderungen der DNS, deren 
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Umbau im Vergleich zu dem der RNS wesentlich langsamer vonstatten 
geht, zu erfassen. 

Aus Gründen einer übersichtlicheren Darstellung sind die Nuclein- 
säure-Absorptionskurven jedoch vom 0. bis zum 20. Kurztag durch- 
gezeichnet worden. Um sogleich eine gewisse Mittelwertbildung zu 
erreichen, sind die angegebenen Konzentrationswerte bereits aus den 
Meßdaten dreier aufeinanderfolgender Tage gemittelt (vgl. METZNER 
1955), so daß die zum Teil noch viel stärker hervortretenden Gipfel und 
Täler der Kurven etwas geglättet erscheinen. 

I. Die Veränderungen der RNS-Konzentration. In den oberen Blättern 
erfolgt sogleich nach Beginn der photoperiodischen Induktion ein steiler 

Anstieg der RNS-Konzentration 


IN (vgl. Abb. 8), die am 2. Kurztag 
40 7 


- a apg ai aa ein Maximum erreicht und bis 





zum 5. Tag ebenso steil wieder 
abfällt. Vom 5. zum 7. Kurztag 
erfolgt eine langsame und geringe 
| Zunahme der RNS-Menge, die 
A jedoch nicht wieder den hohen 
4.92 * adoktionsitaver (Tose) 2 Wert des 2. Kurztages erreicht. 

Nach dem 7. Kurztag ist eine zu- 


Abb. 8. Veränderungen der RNS-Menge in x = 
verschieden alten Kalanchoé-Blittern im nächst langsame, später raschere 







Konzentration 
(fogarıthm.Maßstab) 
S D 
% 














Verlaufe photoperiodischer Induktion. Abnahme der RNS-Konz entra- 
e @ Spitzenregion; O O mittlere 3 g À 
Blätter; x x untere Blätter tion, die am 20. Tag zu einem — 





in der hier untersuchten Zeit- 
spanne — nicht mehr unterschrittenen Minimalwert führt, zu beobachten. 

Der RNS-Gehalt der Blätter mittleren Alters bleibt innerhalb der 
hier untersuchten Induktionszeit annähernd konstant. 

In den Blättern der unteren Wirtel läßt sich gleich nach Beginn der 
Induktion bis zum 2. Kurztag eine starke Zunahme der RNS-Menge 
beobachten. Die erreichte Konzentration wird dann mehr oder weniger 
beibehalten. 

Die stärksten quantitativen Veränderungen der RNS treten also 
in der Spitzenregion und dort innerhalb der ersten 5 Induktionstage 
auf. Das ist bei Kalanchoö Blossfeldiana unter den hier gegebenen 
Versuchsbedingungen die Zeit der Schwelleninduktion. Der allmähliche 
Abfall der RNS-Konzentration in den Blättern der oberen Wirtel wird 
auch von SISSAKIAN und ODINZOWA (1954) beschrieben. Diese Autoren 
stellen fest, daß in der Blühphase eine gewisse Verarmung der Blätter 
des oberen Bereichs an Nucleinsäuren eintritt, was offenbar mit einem 
Abfließen von RNS in die Blüten verbunden ist. 

II. Die Veränderungen der DNS-Konzentration. In den Blättern der 
oberen Wirtel erfolgt unmittelbar nach dem Beginn der photoperiodi- 
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schen Induktion eine starke Abnahme der DNS-Konzentration, deren 
Menge am 2. Kurztag einen Tiefstand erreicht (vgl. Abb.9). Es er- 
folgt dann eine geringe Zunahme bis zum 4. Kurztag und — nach 
vorübergehender Depression — vom 7. Induktionstag an ein be- 
ständiger Anstieg, durch den am 20. Kurztag etwa das Doppelte 
der DNS-Konzentration des 7. Kurztages erreicht wird. Die MeB- 
werte für den 21. und 25. Induktionstag liegen noch viel höher als 
es die Abbildung wiedergeben kann; der gezeichnete Endwert ist 
durch die Mittelwertbildung (s. oben) erniedrigt worden. 





x“ 
IN 





nn 
& 
1 


























> > 

N S | 

Ca à | 

& S | 

N Q | 

: N | | 

È x 10 \ + — 

= Ss .-t | 

8, È \/ . ' 

N x inves] 

> | 

: DO ee a I as 

Fein i à | | 

S à panacea: vere 

S 8 ere RONA eee NO 

S 1 L l 1 i 1 l 

S'S 34 68 M LRO TE es es | Ro | 
Induktionsdaver (Tage) Induktionsdaver (Tage) 


Abb. 9. Veränderungen der DNS-Menge Abb. 10. Veränderungen der RNS- und DNS- 

in verschieden alten Kalanchoé-Blittern Menge in der Spitzenregion von Kalanchoé 

im Verlaufe photoperiodischer Induktion. Blossfeldiana im Verlaufe photoperiodischer 

® e Spitzenregion; O © mittlere Induktion. ® e DNS; 0 © RNS 
Blatter; x x untere Blätter 

















Auch in den Blättern der mittleren Wirtel vollziehen sich starke 
quantitative Veränderungen. Bis zum 2. Kurztag erfolgt zunächst eine 
Zunahme, anschließend eine geringe Abnahme und schließlich, etwa 
vom 5. Induktionstage an, eine konstante Zunahme der DNS-Konzen- 
tration. 


In den unteren Blättern findet eine stetige Zunahme der DNS-Menge 
statt; am 20. Kurztag ist etwa der doppelte Wert der Langtagkontrolle 
erreicht. 

Der Gehalt an DNS, der in der vorliegenden Arbeit vor allem inter- 
essierenden Kernsubstanz, nimmt also in allen 3 Wirtelbereichen von 
Kalanchoé unter dem Einfluß der photoperiodischen Induktion zu. 
Diese Zunahme erfolgt in den unteren Blättern stetig. Da sich die 
Schwelleninduktion nicht ausprägt, ist es fraglich, ob diese DNS- 
Zunahme im Zusammenhang mit der Induktion steht, zumal auch 
Langtagexemplare mit zunehmendem Alter eine gewisse Polyploidi- 
sierung erfahren sollen (v. Wrrsox und FrLüseL 1952). In den photo- 
deriodisch empfindlicheren mittleren und oberen Blättern vollziehen 
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sich im Verlaufe der Schwelleninduktion starke Verschiebungen der 
DNS-Mengen — ganz im Gegensatz zur RNS, deren Konzentration in 
den mittleren Blättern etwa konstant bleibt. In beiden Wirteln erfolgt 
aber nach der Schwelleninduktion, vom 5.—7. Induktionstag an, eine 
konstante Zunahme der DNS-Konzentration. 


Auffallend ist noch ein Vergleich von RNS- und DNS-Konzentration 
in den Blättern der oberen Wirtel. Die RNS-Konzentrationskurve 
dieser Region verläuft genau gegensinnig zur DNS-Konzentrationskurve 
(vgl. Abb. 10). Das ist sehr auffällig am 2. Induktionstag, wo einem 
Höchstwert der RNS-Konzentration ein Minimum der DNS-Konzen- 
tration gegenübersteht. Es ist weiterhin bemerkbar vom 10. zum 
20. Induktionstag, wo einem recht starken Abfall der RNS-Konzen- 
tration eine starke Zunahme der DNS-Menge entgegensteht. Es scheint 
hier in den oberen Blättern eine Wechselbeziehung zwischen RNS- und 
DNS-Konzentration sichtbar zu werden (vgl. MARSHAK und MARSHAK 
1954). 

Diskussion 

Die vorliegende Untersuchung erbrachte als wesentliches Ergebnis 
den Nachweis einer starken Vermehrung der DNS im Verlauf photo- 
periodischer Induktion. v. Wrrscx und FLüseL hatten seinerzeit den 
höheren Polyploidiegrad von Kurztagblättern dadurch festgestellt, daß 
sie die Mitosechromosomen in durch Verwundung zu erneuter Teilung 
angeregten Mesophylizellen auszählten. Ihr Ergebnis konnte nunmehr 
durch quantitative chemische Analyse der Nucleinsäure-Fraktionen 
bestätigt werden. Diese DNS-Werte wurden in der vorliegenden Arbeit 
in „normalem“ — d.h. unverletztem — Gewebe gefunden. Die hier 
vorgelegten Ergebnisse stehen auch im "Einklang mit früheren Unter- 
suchungen von Sosa-BourpouIL (1948). Die Autorin fand an Ginkgo 
biloba eine starke Vermehrung der Nucleinsäuren im Verlauf der Inflores- 
zenzentwicklung. Nach der Ausbildung der Pollenmutterzellen nahm 
der Gehalt an Nucleinsäuren — zwischen den beiden Typen wurde 
bedauerlicherweise nicht unterschieden — zunächst stark, dann bis zur 
Pollenreife langsamer zu. | 

Es konnte nun gezeigt werden, daB sich innerhalb der für die Blüten- 
bildung notwendigen Induktionszeit, der Schwelleninduktion, starke 
Konzentrationsänderungen sowohl der RNS als auch der DNS voll- 
ziehen. Nach dem 5.—7. Induktionstag, nachdem die zur Umstimmung 
der Pflanze zur reproduktiven Phase ihrer Entwicklung wirksamen 
Prozesse vollzogen oder doch irreversibel eingeleitet sind, läßt sich in 
den Blättern aller Wirtel ein konstanter Anstieg der DNS-Konzentration 
beobachten. Dieser Anstieg ist in den Blättern der oberen Wirtel am 
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stärksten!. In den ausgewachsenen Blättern der unteren Wirtel ist die 
Zunahme der DNS-Konzentration verhältnismäßig gering. 

Die nach jeder Mitose vielleicht zu erwartende sprunghafte Ver- 
mehrung der DNS prägte sich in den Konzentrationskurven nicht aus, 
einmal weil ganze Blätter untersucht wurden, zum anderen, weil es sich 
bei der Angabe der DNS-Konzentrationen immer um die DNS-Werte 
der gesamten Protoplasten handelt, also auch um DNS, die nicht in 
den Chromosomen lokalisiert ist und somit vermutlich auch nicht an 
der durch Polyploidieerhöhung verursachten DNS-Vermehrung teilhat. 
Wahrscheinlich geht die Vermehrung der DNS auch nicht in allen Zellen 
synchron. 

Die Veränderungen der RNS-Konzentration im Verlauf photo- 
periodischer Induktion sind mit den von METzNER (1955) gefundenen 
Veränderungen der Blattproteine zu vergleichen. Die RNS-Synthese 
verläuft der Eiweißsynthese proportional, während die DNS vermutlich 
ohne direkte Beziehung zur Eiweißsynthese ist (WEBSTER und JOHNSON 
1955, vgl. Schramm 1958). Die RNS-Konzentrationskurve verläuft für 
die Blätter der Spitzenregion parallel zu den von METZNER — der selbst 
nur diese Spitzenregion untersucht hat — gefundenen Veränderungen 
der basischen Komponenten der Eiweiße. Insbesondere konnte METZNER 
eine Zunahme des Histongehalts? im Spitzenmeristem wahrscheinlich 
machen, was mit dem in der vorliegenden Arbeit gefundenen höheren 
RNS-Gehalt der jüngsten Blätter in Einklang steht. In engem Zu- 
sammenhang mit den Untersuchungen von METZNER muß die Arbeit 
von Mapan (1956) betrachtet werden. Mapan findet an Kalanchoé 
Blossfeldiana im Verlaufe der photoperiodischen Induktion Veränderun- 
gen der Fraktion freier Aminosäuren, die sich mit den hier vorgelegten 
Ergebnissen über die Verteilung und Konzentrationsänderung der RNS 
in den 3 Wirtelregionen vergleichen lassen. 

Die Verteilung von RNS und DNS in den verschiedenen Wirteln 
entspricht den Differenzierungs- und Stoffwechselaufgaben dieser Zonen. 
Auch von Lance (1954) wurde ein hoher RNS-Gehalt im Spitzen- 
meristem festgestellt. Zu demselben Ergebnis kommen SISSAKIAN und 


1 Mit diesem starken Anstieg gerade in der oberen Region der Pflanze dürfte 
die Zunahme der Kerndurchmesser (METZNER, unveröffentlicht) in Verbindung 
zu bringen sein. METZNER fand bei den Kernen der subepidermalen Schicht des 
Kalanchoé-Vegetationspunktes eine Zunahme der Kernvolumina im Verlauf photo- 
periodischer Induktion, was wiederum auf eine Polyploidisierung schließen läßt 
(vgl. STEFFEN 1955). 

2 Histone sind die Eiweißkomponenten der Chromosomen-Nucleinsäuren. Aus 
diesem Grunde sind die Beobachtungen über Konzentrationsänderungen in der 
Fraktion der basischen Aminosäuren (insbesondere Histidin) für einen Vergleich 
mit den Nucleinsäure-Veränderungen von Interesse. 
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OpınzowA (1954), die darüber hinaus fanden, daß in der Blühphase 
eine Verarmung der Blätter oberer Wirtel an RNS zugunsten der unteren 
Wirtel erfolgt, eine Erscheinung, die in der vorliegenden Arbeit am 
Verlauf der RNS-Konzentration vom 7. Induktionstage an sichtbar ist 
und somit für Kalanchoé bestätigt werden konnte. 

Offen bleibt die Frage nach der Beteiligung der Nucleinsäuren an 
der Blütenbildung, vielleicht als blütenbildender Faktor selbst, wie es 
nach dem selbstreproduktiven Charakter eines ,,Bliihhormons möglich 
wäre. In jüngster Zeit konnte HEss (1959) für Streptocarpus wendlandii 
zeigen, daß sich die Blütenbildung durch geringe Mengen von Thiouracil 
hemmen läßt; dabei liegen die erforderlichen Dosen deutlich unter 
denen, die das Blattwachstum beeinflussen. Interessant ist vor allem 
der Befund, daß die frühen Stadien der Induktion gegen Thiouracil 
besonders empfindlich sind. Wir dürfen hierin einen weiteren Hinweis 
darauf sehen, daß Nucleinsäuren — in diesem Falle der RNS — für 
die Prozesse der Blütenbildung eine besondere Rolle zukommt. Die 
Frage, wie wir uns diese Rolle vorzustellen haben, kann jedoch durch 
quantitative Untersuchungen oder durch Hemmstoff-Experimente nicht 
entschieden werden. Nach Angaben von SıssakIan (1954) konnten aber 
bereits qualitative Veränderungen gefunden werden; der Autor berichtet 
von einer Verschiebung des Purin-Pyrimidin-Verhältnisses. Alle diese 
Beobachtungen lassen jedenfalls ein weiteres Studium der Nucleo- 
proteide im Zusammenhang mit der Blütenbildung wünschenswert 
erscheinen. Dabei sollte vor allem versucht werden, mit moderner 
Methodik Einblicke in die qualitative Zusammensetzung der Nuclein- 
säure-Fraktion zu gewinnen. 

Zusammenfassung 

Es wurde eine Methode zur Isolierung von Ribo- und Desoxyribo- 
nucleinsäure aus den gerbstoffreichen Laubblättern der Kurztag-Cras- 
sulacee Kalanchoé Blossfeldiana entwickelt. 


Die Verteilung der beiden Nucleinsäure-Typen auf verschiedene 
Blattwirtel wurde untersucht. Dabei wurden die Spitzenregion des 
Sprosses, die — photoperiodisch maximal empfindlichen — Blätter 
mittleren Alters sowie voll ausgewachsene Laubblätter studiert. 

In allen Wirteln kommt es im Verlaufe der photoperiodischen Induk- 
tion zu Konzentrationsänderungen der Nucleinsäuren, insbesondere zu 
einem Konzentrationsanstieg der Desoxyribonucleinsäure. 

Die möglichen Zusammenhänge dieser Erscheinung mit anderen 
biochemischen Veränderungen während der photoperiodischen Induktion 
werden besprochen. 











Veränderungen in der Nucleinsäure-Fraktion grüner Blätter 391 


Die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Experimente wurden in den 
Jahren 1954—1956 im Pflanzenphysiologischen Institut der Universität Göttingen 
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Einleitung 

In vorausgehenden Arbeiten (LORENZEN 1956, 1957; Pırson und 
LoRENZEN 1958) war eine Methode zur Erzielung komplett synchroner 
Chlorella-Kulturen durch Licht-Dunkel-Wechsel beschrieben und die 
Beeinflussung des Wachstumsverlaufs synchronisierter Zellen durch 
Temperatur und Lichtgenuß verfolgt worden. Es wurde nunmehr auf 
eine genauere Bearbeitung physiologischer Vorgänge während der Zell- 
entwicklung (des ‚life cycle“‘) übergegangen. 

Die Entwicklung einer Chlorellazelle unseres Stammes läßt sich 
zunächst formal in zwei Abschnitte gliedern (vgi. Abb. 1). Einer 
zellteilungsfreien Zeit von etwa 20 Std Dauer folgt die schubartige 
Autosporenfreisetzung, die unter günstigen Bedingungen in weniger 
als 4 Std abgeschlossen ist. Indem die für die Auslösung von Zell- 
teilungen erforderliche Belichtungsdauer ermittelt wird, kann die teilungs- 
freie Zeit weiter aufgegliedert werden. 

Schon von TamıyA u. Mitarb. (siehe Net u.a. 1954, IwAMURA 
1955, Hase u. a. 1957) sind an anders synchronisierten Chlorellen 
qualitative und quantitative Unterschiede des Stoffwechsels und der 
Zusammensetzung im Zuge des Entwicklungsablaufs nachgewiesen 
worden. Es erschien daher schon aus Vergleichsgründen wichtig, auch 
unter unseren Bedingungen einige für das stoffwechselphysiologische 
Verhalten der Zellen charakteristische Größen (Kohlenhydrat, Protein 
und Nucleinsäuren) analytisch zu bestimmen. 


Methodik 


I. Synehronkultur. Wie in früheren Arbeiten wurden Anzuchten von Chlorella 
pyrenoidosa, Stamm Emerson (Algensammlung Pringsheim 211—8b) verwendet. 
In einem Lichtthermostaten (vgl. LORENZEN 1959) wurde jeweils bei Belichtung 
in den 300 ml fassenden Röhren aus Jenaer Glas mit normaler mineralischer Nähr- 
lösung (einschl. Spurenelementzusatz) auf die Standardzellzahl 100 (= 1,56 - 10% 
Zellen/ml) verdünnt (Abb. 1). Der Licht-Dunkel-Wechsel betrug 16:12 Std, 
die Anzuchttemperatur 30°C und die Beleuchtungsstärke 9000 Lux. Begast 
wurde mit 1,5%igem CO,-Luft-Gemisch. Daß sich innerhalb der 28stündigen 
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Periode alle Zellen der Kultur teilen, beweisen die Größenverteilungskurven der 
Zellen unmittelbar vor und unmittelbar nach der Autosporenfreisetzung. Beide 
„Kurven überschneiden sich im Unterschied zu den Angaben von Tamrya u. Mitarb. 
(1953) für ihr Synchronisationsverfahren nicht. Zellgröße bzw. Größenverteilung 
bei Synchronkulturen unseres Stammes werden im hiesigen Institut zur Zeit ein- 
gehender bearbeitet. 

II. Bestimmungsmethoden. 1. Nucleinsäuren. Die Extraktion der beiden 
Nucleinsäuren erfolgte an einem Algenmaterial, welches einer Vorbehandlung 
(Oaur und Rosen 1950) in folgenden ‚Schritten unterworfen wurde: 

a) Extraktion mit 70%igem Äthanol bei 4° C; Rückstand mit 70%igem Ätha- 
nol, versetzt mit 0,1%iger Perchlorsäure (PCS), gewaschen. 


pe M 


7000 
300 - 
E00 


rel. Zellzahl 
D + Sy in 
SS sss 
I 


200: 
700) 






































gh AN Al gh ao gh 2 
Uhrzeit 
Abb. 1. Zellzahl von Chlorella pyrenoidosa im. Verlauf einer vollständig synchronen Kultur 
(| Zeitpunkt der Verdünnungen) im Licht-Dunkel-Wechsel von 16:12 Std. 30°, 9000 Lux 


b) Extraktion mit Äthanol-Äther-Gemisch (3:1) bis zur völligen Entfärbung. 

c) Kalte und möglichst schnelle Extraktion mit 0,2 n PCS. Diese Extraktionen 
dienten zur Entfernung aller Verbindungen (Aminosäuren, Zucker, Purine usw.), 
welche die nachfolgende Bestimmung der beiden Nucleinsäuren stören konnten. 

Aus dem so vorbehandelten Algenmaterial wurden die beiden Nucleinsäuren 
in einem gemeinsamen Extraktionsschritt gewonnen. Die Probe wurde mit 2n PCS 
bei 70°C (30 min) ausgezogen und anschließend mit 2n PCS gewaschen. Beide 
Extrakte wurden vereinigt und aus ihnen die Ribosenucleinsäure (RNS) und Des- 
oxyribosenucleinsäure (DNS) bestimmt. Nach einem Vorschlag von CERIOTTI 
(1952, 1955; siehe WEBB und Levy 1958) wurde der Gehalt an beiden Zucker- 
komponenten, Ribose und Desoxyribose, mit Hilfe zweier weitgehend spezifischer 
Reaktionen photometrisch ermittelt. 

Bestimmung der Ribose. Zu 1 ml PCS-Extrakt wird 1 ml einer „Orecinlösung“ 
(200 mg Orcin Merck und 6,1 mg CuCl, - H,O in 100 ml HCl konz.) hinzugegeben. 
Nach gründlichem Durchmischen kommt die Probe in ein kochendes Wasserbad 
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(40 min) und wird anschließend unter fließendem Wasser gekühlt. Die aufgetretene 
grüne Farbe wird mit 5 ml Isoamylalkohol extrahiert und die alkoholische Phase 
bei 675 mu gegen eine Blindprobe photometriert. 

Bestimmung der Desoxyribose. Zu 2ml PCS-Extrakt werden 1 ml einer 
0,06%igen Indollösung (Indol in Aqua dest.) und 1 ml 2,5 n HCl hinzugegeben. 
Darauf kommt die Probe in ein kochendes Wasserbad (10 min), anschließend wird 
unter fließendem Wasser gekühlt. Die Lösung wird sodann 4mal mit hochge- 
reinigtem Chloroform extrahiert und die wäßrige Phase durch scharfes Zentri- 
fugieren von der organischen Phase getrennt. Die Intensität der gelben Farbe in 
der wäßrigen Phase wird bei 490 my gegen eine Blindprobe photometriert. 

Die gemeinsame Extraktion der beiden Nucleinsäuren mit 2n PCS bei 70°C 
wurde der Extraktionsmethode von Ocur und Rosen (1950) — 1 n PCS zur Be- 
stimmung der RNS, 0,5 n PCS zur Gewinnung der DNS — vorgezogen, da es uns 
nicht gelang, mit 0,5 n PCS die gesamte DNS aus dem Algenmaterial zu extrahieren 
(siehe auch Kern 1959). 

2. Gesamtstickstoff und Protein. Der Gehalt an Gesamtstickstoff wurde nach 
der Mikro-Kjeldahl-Methode bestimmt, desgleichen der Gehalt an löslichem Stick- 
stoff im Trichloressigsäureextrakt (5%). Die Differenz von Gesamtstickstoff und 
löslichem Stickstoff, multipliziert mit der Zahl 6,25, ergab den Gehalt an Roh- 
protein. 

3. Gesamtkohlenhydrat. Der Gehalt an Gesamtkohlenhydraten wurde mit der 
Anthron-Methode nach Rox (1955) bestimmt. Vergleichende Messungen mit der 
Anthron-Methode nach Fares (1951) ergaben keine Unterschiede. 


Ergebnisse 
A. Gliederung der teilungsfreien Zeit 

Entsprechend einer Methode, welche zunächst Iwamura (1955) bei 
Chlorella anwendete, wurden im 16:12 Std-Wechsel komplett vor- 
synchronisierte Kulturen unter sonst gleichen Bedingungen verschieden 
lang belichtet und anschließend in Dauerdunkel überführt. Nach ca. 
24 Std wurde die Zellzahl bestimmt. Zu diesem Zeitpunkt waren alle 
induzierten Zellteilungen abgelaufen; längere Verdunklung ergab keine 
weitere Erhöhung der Zellzahl. 

Ein ähnliches Verfahren benutzte BÜHNEMANN (1955) bei der Untersuchung 
der rhythmischen Sporenbildung von Oedogonium; WankA (1959) wendete es 
ebenfalls auf Chlorella an, blieb aber immer im suboptimalen Bereich (20°C, 
3000 Lux, Licht-Dunkel-Wechsel 16:8 Std, Luftbegasung) und erzielte daher 
keine vollständige Synchronisation. . 

Abb. 2 gibt die Autosporenzahlen an, die nach der jeweiligen Anzahl 
von Lichtstunden wahrend der nachfolgenden Verdunklung ermittelt 
wurden. Innerhalb der ersten 8 Lichtstunden werden demnach keine 
Zellteilungen induziert (1. Entwicklungsabschnitt). Erst mit der 9. Licht- 
stunde beginnen Kernteilungen als Voraussetzung für die später er- 
folgende Autosporenfreisetzung (vgl. dazu Lorenzen 1958). Bis zur 
14. Belichtungsstunde einschließlich wird ein rasches Ansteigen der 
Autosporenzahl im Dunkeln veranlaßt (ohne stärkere Beeinflussung der 
Zeit des Teilungseinsatzes). In diesem 2. Entwicklungsabschnitt von der 








Versuche zur Gliederung des Entwicklungsverlaufs der Chlorella-Zelle 397 


9. bis zur 14. Std wird also die Autosporenzahl determiniert. Bemerkens- 
wert ist, daß nach 12 Std Belichtung die Teilung bereits komplett indu- 
‘ziert ist: alle Zellen der Kultur teilen sich in der folgenden Dunkelzeit. 
Nach 14 Std Licht beginnt ein 3. Entwicklungsabschnitt. Unter weiterem 
Wachstum bleibt die Zahl der Autosporen innerhalb der Streuung unserer 
Meßwerte gleich (im vorliegenden Beispiel n = 13). Das gleiche gilt 
auch, wenn die Lichtzeit über die sonst übliche Länge von 16 Std hinaus 
ausgedehnt wird. In diesem cy 
Abschnitt (bis zum Einsetzen 74} 
der Autosporenbildung) kann 7% 
also im Licht nur noch eine 77 
Vergrößerung der Autosporen var % | 

veranlaBt werden. Die drei | 2 Entwickl- 
Abschnitte ließen sich auch X gy9|."/rmichg.-. Asa 
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(Algensammlung Pringsheim & 7wL 
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Von Versuch zu Versuch re- 
sultierten allerdings geringfügige 100 wea Bb eine PR 
Unterschiede (< 1 Std) hinsicht- ZUEEEMIEM 6 18 2022 DU SN 
lich des Beginns des zweiten Ab- ap». 2. Versuch zur Ermittlung der Teilungs- 
schnitts (Teilungsinduktion) sowie  induktion bei Chlorella pyrenoidosa (vgl. Text). 
in der maximal erreichten Auto- Die Kreise (0) zeigen den Verlauf der Zellzahl 


sporenzahl (vgl. Abb. 1). Die letzt- = y pme A ieee 2 ane rd 
genannte Abweichung beruht dar- wieder, die zu dem jeweiligen Zeitpunkt für 24 Std 
auf, daß auch bei kompletter verdunkelt worden waren 
Synchronisation die Größe der ge- 
bildeten Autosporen von Fall zu Fall geringen Schwankungen unterworfen ist und 
in der Folge dann auch die Teilungen bei etwas verschiedener Zellgröße einsetzen. 
Die Zahl der Autosporen betrug in unseren vollsynchronen Kulturen beim 
Licht-Dunkel-Wechsel 16: I2 mindestens n = 8 (Abb. 1). Trotz annähernd gleicher 
Trockengewichtsproduktion innerhalb der 16stündigen Lichtzeit schwankte die 
Autosporenzahl der Synchronkulturen aus bisher unbekannten Gründen im Extrem 
zwischen 8 und 16. 


B. Analytische Charakterisierung der Entwicklungsabschnitte 

Die Bestimmung der Nucleinsäuren ergab für die RNS einen starken 
Anstieg, der zur Hauptsache im 1. Entwicklungsabschnitt liegt (Abb. 3). 
Nach etwa 10 Lichtstunden wird ein Wert erreicht, der sich in den 
folgenden Licht- und Dunkelstunden nicht merklich verändert. Die 
DNS wird dagegen hauptsächlich während des 2. Abschnittes vermehrt. 
Sie erreicht am Ende der Lichtzeit das Achtfache ihres Ausgangs- 
wertes, was der bei diesem Versuch erzielten Autosporenzahl (n = 8,2) 
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recht genau entspricht. Dieser Befund steht in Einklang mit der 
allgemeinen Beobachtung, daß die DNS-Menge in einem konstanten 
Verhältnis zur Zahl der neugebildeten Kerne steht (CHARGAFF und 
Davipson 1955, S. 456ff.; BRACHET 1957, S. 85ff.), was schon 
Iwamura (1955) für Chlorella bestätigte. 

Die Protein-Kurve (Abb. 4) zeigt einen mit einsetzender Belichtung 
beginnenden und während der Lichtzeit etwa linear weiterlaufenden 
Anstieg; in der Dunkelzeit ist die Proteinsynthese verlangsamt. 
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Abb. 3 Abb. 4 
Abb. 3. RNS und DNS (jeweils y pro ml Zellsuspension) in einer vollständig synchronen 
Kultur von Chlorella pyrenoidosa während eines 16:12stündigen Licht-Dunkel-Wechsels. 
30°, 9000 Lux. © 
Abb. 4. Kohlenhydrat und Protein sowie deren Quotient K/P in einer vollständig 
synchronen Kultur von Chlorella pyrenoidosa während eines 16:12stündigen Licht-Dunkel- 
Wechsels. 30°, 9000 Lux. © @ Protein; O © Kohlenhydrat; x x K/P 











Im Gegensatz dazu setzt eine verstärkte Kohlenhydrat-Bildung 
(Abb. 4) erst nach etwa 6 Lichtstunden ein. Im Dunkel erfolgt dann eine 
Abnahme um etwa 50%. Diese relativ starke Abnahme des Kohlen- 
hydrats in der Dunkelzeit ist mehr auf eine Proteinsynthese zurückzu- 
führen als auf die bekanntlich verhältnismäßig geringe endogene Atmung 
(vgl. u.a. SoROKIN und Myers 1957). Eine genaue Kalkulation wäre 
natürlich nur unter Einbeziehung der Lipoide möglich. Das in Abb. 4 
ebenfalls wiedergegebene Verhältnis von Kohlenhydrat/Protein nimmt 
im 1. Entwicklungsabschnitt etwas ab. Es steigt im 2. und 3. Abschnitt 
an, um in der folgenden Dunkelzeit auf den Ausgangswert abzusinken. 
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Vielleicht kann man die Notwendigkeit der letzten 4 Dunkelstunden, welche 
unter unseren Versuchsbedingungen zu einer kompletten Dauersynchronisation 
‚im Wechsellicht unerläßlich zu sein scheinen, so erklären, daß die Zellen in dieser 
Zeit wieder ein günstiges Verhältnis von Kohlenhydrat zu Protein erreichen können 
Vermutlich spielen hier auch noch andere bisher unbekannte Faktoren eine Rolle 


Diskussion 


Abschnitte oder Phasen im Wachstumsverlauf von Algenkulturen 
sind schon verschiedentlich beschrieben worden (vgl. u. a. VON DENFFER 
1948, Aacn 1952 und MEFFERT 1954), doch beziehen sich diese An- 
gaben auf nichtsynchronisierte ,,Massenkulturen‘‘ und können daher 
keinen Aufschluß über den Entwicklungsverlauf der Einzelzellen geben. 
Auf die Notwendigkeit einer scharfen Trennung der Begriffe hat in 
diesem Zusammenhang schon Prescort (1955) hingewiesen. 

Dagegen hat Iwamura (1955) in Synchronkulturen von Chlorella mit den Be- 
griffen „growing phase“, „sporulating phase‘ und ,,dividing phase‘ Abschnitte 
beschrieben, die grundsätzlich mit den von uns beobachteten Entwicklungsab- 
schnitten vergleichbar sind. Die teilungsfreie Zeit, die wir in vorliegender Arbeit 
weiter aufgliedern konnten, enthält die Wachstums- und Sporulationsphase 
IwamURAs, während dessen Teilungsphase der Autosporenfreisetzung entspricht. 
Wir halten jedoch aus terminologischen Gründen diese Begriffsfolge nicht für 
glücklich und würden es vorziehen, mit Teilungsphase die Zeit der Kernteilungen zu 
bezeichnen, die freilich von Iwamura nicht beobachtet wurden, und mit Sporu- 
lationsphase die Zeit der Autosporenfreisetzung. Allerdings läßt sich eine völlige 
Trennung dieser Abschnitte deshalb nicht herbeiführen, weil vielfach die ausge- 
bildeten Tochterzellen noch einige Zeit in Zusammenhang bleiben. 

Für eine sinnvolle physiologische Gliederung des Entwicklungsver- 
laufs erscheint es wichtig, festzustellen, ob die durch die Untersuchung 
der Teilungsinduktion erhaltenen Entwicklungsabschnitte in einem 
engeren Zusammenhang mit der Zusammensetzung des Zellmaterials 
und mit anderen physiologischen Merkmalen innerhalb der Zellentwick- 
lung gebracht werden können. Dies ist auf Grund unserer Ergebnisse 
bis zu einem gewissen Grad möglich. Der 1. Entwicklungsabschnitt ist 
durch die relative Bevorzugung der Proteinsynthese gegenüber der 
Kohlenhydratsynthese gekennzeichnet, während im 2. und 3. Entwick- 
lungsabschnitt eine umgekehrte Beziehung besteht. Dies wird vor allem 
bei der Betrachtung des Verhältnisses von Kohlenhydrat/Protein deut- 
lich. Absolut weist das Protein während der gesamten 16stündigen 
Lichtzeit einen ungefähr linearen Anstieg auf. Auch in der Dunkelzeit 
ist noch ein bemerkenswerter Proteinanstieg zu beobachten; dieser er- 
folgt natürlich unter Senkung des Kohlenhydratspiegels, der seinerseits 
in geringem Maße auch von der endogenen Atmung (vgl. SOROKIN und 
Myers 1957) und von anderen Synthese-Reaktionen beeinflußt ist. 
Verhältnismäßig gut gekennzeichnet ist der 1. Entwicklungsabschnitt 


27* 








400 HARALD LORENZEN und Hans-GEORG RUPPEL: 


durch die sehr geringe DNS-Synthese; mit stärkerem Einsatz derselben 
(etwa von der 8. Lichtstunde an) wird auch die Induktion von Zell- 
teilungen möglich. In diesem Punkte besteht zwischen unseren Erfahrun- 
gen und den Versuchsdaten von IwAMURA eine gewisse Differenz, da 
im letzteren Falle die Teilungsinduktion erst einige Zeit nach Beginn der 
DNS-Bildung zu erfolgen scheint. Ob diese Differenz grundsätzlich 
gegen eine kausale Verknüpfung von DNS-Vermehrung und Teilungs- 
induktion spricht und die Annahme stützt, daß die Auslösung der Tei- 
lung durch ein zusätzliches Reaktionssystem erfolgt (Hase u. Mitarb. 
1958 und 1959), läßt sich zur Zeit noch nicht mit Sicherheit entscheiden. 

Der Verlauf der RNS-Synthese, die sofort mit Belichtungsbeginn in 
Gang gesetzt wird und nach kräftigem Anstieg zwischen der 10. und 
12. Lichtstunde zum Stillstand kommt, paßt sich den hier postulierten 
Entwicklungsabschnitten nicht ein. Es muß einer weiteren Prüfung 
überlassen bleiben, ob der Knick im Verlauf der RNS-Produktion einen 
für die Zellentwicklung wesentlichen Zeitpunkt markiert; immerhin sei 
darauf hingewiesen, daß der Stillstand der RNS-Synthese zu dem Zeit- 
punkt erfolgt, wo durch den Lichtgenuß eine vollständige Synchroni- 
sation erreicht ist. Bemerkenswert erscheint uns in diesem Zusammen- 
hang auch die Tatsache, daß insbesondere während des 1. Entwicklungs- 
abschnittes RNS-Synthese und Proteinbildung konform verlaufen. Von 
der 12.Std an und in der späteren Dunkelzeit, in der die Proteinbildung 
lediglich auf Kosten des Kohlenhydratvorrates erfolgt, erscheint dagegen 
die Beziehung zwischen RNS- und Proteinaufbau aufgehoben. Ob hier 
irgendwie verschiedene Mechanismen der Eiweißsynthese in Betracht 
kommen, muß noch näher untersucht werden. Daß eine Proteinbildung 
nicht unter allen Umständen mit der RNS-Vermehrung in Zusammen- 
hang stehen muß, ist von anderer Seite bereits gezeigt worden; JEENER 
(1952) hat solche Beobachtungen innerhalb des Entwicklungsverlaufs 
von Polytomella coeca gemacht, und RıcHTER (zuletzt 1959) hat ähnliches 
an kernlosen Acetabularien beschrieben !. 

In den Versuchen von IwAMURA ist ein solcher Stillstand der RNS- 
Synthese nicht nachgewiesen worden, diese verläuft vielmehr annähernd 
gleichmäßig bis zur Freisetzung der Autosporen. Angesichts der ver- 
schiedenartigen Synchronisationsmethoden und möglicher Unterschiede 
zwischen den verwendeten Stämmen ist es schwer, Übereinstimmungen 
und Differenzen in den analytischen Ergebnissen der vorliegenden Arbeit 
und denjenigen des japanischen Autors zu beurteilen. Es sei auch an 
dieser Stelle (vgl. LORENZEN 1958, 1959) darauf hingewiesen, daß der von 

1 Anmerkung bei der Korrektur: Neuere Befunde gleicher Art liegen von JoR- 


DAN und Inniss (1959) an Staphylococcus aureus und von WOLLGIEHN (1960) 
an reifenden Samen vor. 
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TamıyA u. Mitarb. beschriebene Entwicklungsverlauf in Folge der Vor- 
behandlung stark in die Länge gestreckt ist und offensichtlich nicht den 


" kürzest möglichen „life cycle“ darstellt. Infolgedessen sind auch die 


Gradienten in der analytischen Zusammensetzung vergleichsweise flach, 
d.h. die in der Zeiteinheit beobachteten Änderungen sind zum Teil sehr 
gering. 

Die von LoRENZEN und RuPPEL (1958) festgestellte kälteempfind- 
liche Phase liegt am Ende des 1. Entwicklungsabschnittes (vgl. auch 
Prrson, LORENZEN und KoEPPER 1959), das Ende dieser Phase fällt 
mit Beginn der Kohlenhydrat- und der DNS-Vermehrung zusammen. 

Am Ende des 1. Entwicklungsabschnittes erreicht die Färbbarkeit 
der DNS nach FEULGEN bei vollständig synchronisierten Chlorellen ihr 
Minimum (LoRENZEN 1958); an eine Kausalanalyse dieser Koinzidenz 
kann erst herangetreten werden, wenn über die Ursache des temporären 
Ausfalls der Feulgenreaktion Klarheit besteht. 

Im Gegensatz zu den beiden ersten Entwicklungsabschnitten konnte 
der 3. Abschnitt bisher analytisch nicht näher gekennzeichnet werden. 
Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um das nach Beendigung der 
Teilungsinduktion andauernde Wachstum mit charakteristischen Merk- 
malen des Stoffwechsels zu koordinieren. 


Zusammenfassung 


1. Bei komplett synchronisierten Kulturen (Licht-Dunkel-Wechsel 
16:12 Std, 30°C, 9000 Lux und 1,5%ige CO,-Luft-Begasung) von 
Chlorella pyrenoidosa, Stamm Emerson (Algensammlung Pringsheim 
211—8b) wird die zellteilungsfreie Zeit von etwa 20 Std Dauer in drei 
Entwicklungsabschnitte gegliedert. 

2. Einem 1. Entwicklungsabschnitt folgt die Induktion der Zell- 
teilungen (2. Entwicklungsabschnitt). Im 3. Abschnitt findet weiteres 
Wachstum statt, ohne daß sich die Zahl der später zu beobachtenden 
Autosporen erhöht. 

3. Durch vergleichende analytische Bestimmungen von Protein, 
Kohlenhydraten und Nucleinsäuren wird versucht, biochemische 
Koinzidenzen mit den genannten Entwicklungsabschnitten zu finden. 

4. Während die Bildung von Protein schon im ersten Entwicklungs- 
abschnitt der Zellentwicklung sehr ausgeprägt ist, findet die Haupt- 
vermehrung der Kohlenhydrate im 2. und 3. Abschnitt statt. 

Die RNS-Bildung zeigt keine Beziehung zu den beschriebenen Ent- 
wicklungsabschnitten, dagegen ist die DNS-Vermehrung weitgehend auf 
den 2. Abschnitt (Teilungsinduktion) beschränkt. 

Planta. Bd. 54 27a 








402 HARALD LORENZEN und HANS-GEORG RUPPEL: 


Unter den gegebenen Versuchsbedingungen ist die Proteinsynthese 
im Entwicklungsverlauf der Zellen nur anfänglich von einer RNS-Ver- 
mehrung begleitet. 

5. Die erhaltenen Ergebnisse werden mit den Befunden anderer 
Autoren verglichen. 


Mit Unterstützung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. Herrn Prof. Dr. 
A. Prrson danken wir für sein reges Interesse am Fortgang unserer Unter- 
suchungen. 
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UNTERSUCHUNGEN ÜBER DEN EIWEISSABBAU 
IN DEN SAMEN DER AUF DEM BAUM BLEIBENDEN ZAPFEN 
VON PINUS HALEPENSIS MILL. 


Von 
MUZAFFER SELIK und GERHARD Bopo 
Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 4. Dezember 1959) 


Einleitung 

Bei Pinus brutia Ten. öffnen sich manche Zapfen nicht und bleiben auf 
dem Baum. In solchen Zapfen trifft man neben normalen Samen auch 
pathologisch aussehende, schwarzgefärbte Samen an. Letztere weisen 
eine Schrumpfung und Braunverfärbung des Sameninhaltes auf. Diese 
Verfärbung nimmt mit dem Samenalter zu (SELIK 1959). Die gleichen 
Erscheinungen findet man auch bei Pinus halepensis Miu. (Abb. 1). 
Diese Veränderungen lassen eine Zersetzung des Sameninhaltes ver- 
muten. 

JONEs et al. (zit. bei CRocKER und Barron 1953) haben darauf hin- 
gewiesen, daß bei der Lagerung von Samen ein Abbau von Eiweiß- 
stoffen zu freien Aminosäuren auftritt. Diese Untersuchungen befassen 
sich jedoch nur mit Getreide und Leguminosensamen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob bei den beschriebenen 
Veränderungen ein Abbau der Eiweißstoffe des Sameninhaltes (es 
standen hierfür Samen von Pinus halepensis MILL. zur Verfügung) 
eintritt und welche Ursachen dafür vorliegen. Als Maß für den Eiweiß- 
abbau haben wir den Gehalt an freien Aminosäuren herangezogen. 


Material und Methode 


Die geschlossenen Zapfen stammten von den jungen Aleppokieferbäumen 
(etwa 30 Jahre alt) des Arboretums der Forstlichen Fakultät Büyükdere-Istanbul. 
Aus der Anzahl der Jahresringe wurde das Alter der Zapfen festgestellt. Die Zapfen 
wurden mit der Hand geöffnet und die nicht gesund aussehenden Samen jeder 
Altersgruppe herausgesucht und von der Samenschale befreit. 1—2g der Samen 
wurden zur Entfernung der Öle mit 25 ml Hexan 2—3 min homogenisiert. Aus dem 
abfiltrierten Rückstand wurden hierauf die freien Aminosäuren durch Extraktion 
mit 25 ml 80%igem wäßrigem Alkohol gewonnen (etwa 3 Std bei Zimmertempera- 
tur). Die erhaltenen Lösungen wurden im Wasserstrahlpumpen-Vakuum bei max. 
60° C eingedampft und die Rückstände in 2 ml 50%igem wäßrigem Alkohol gelöst. 
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Zum Vergleich wurden aus den Zapfen, aus denen die schlecht aussehenden 
Samen isoliert worden waren, auch gesunde Samen gewonnen und auf den Gehalt 
. an freien Aminosäuren untersucht. Da dies bei den ältesten, 6jährigen nicht möglich 
war, so haben wir dazu nächstältere, 5jahrige Samen verwendet. 

Die Trennung und Identifizierung der Aminosäuren erfolgte durch zweidimen- 
sionale Papierchromatographie auf Whatman Nr. 1-Papier. Da nicht von allen 





Abb. 1. Braunverfärbter, geschrumpfter Sameninhalt von einem 6jährigen schlecht aus- 
sehenden Pinus halepensis-Samen 


Proben gleiche Mengen zur Anwendung gelangen konnten, so wurde pro Start- 
fleck eine 8 mg Sameninhalt entsprechende Menge aufgetragen. Die Entwicklung 
der durchwegs absteigenden Chromatogramme erfolgte in der 1. Richtung mit einem 
Gemisch aus n-Propanol:HOH:konz. Ammoniak = 78:18:2, in der 2. Richtung 
mit n-Butanol: HOH: Eisessig = 4:1:1. Die Farbentwicklung wurde durch Be- 
sprühen mit 0,5%igem Ninhydrin in 75%igem Alkohol und anschließendes Er- 
hitzen (40° C, 1/, Std) vorgenommen. Zum spezifischen Nachweis des Arginins ver- 
wendeten wir die Reaktion nach SAKkAGUucHI (TurBA 1954), zum Nachweis des 
Histidins und Tyrosins die Pauly-Reaktion (LINSKENS 1955). 

Ein Chromatogramm von 6jährigen Samen, das bereits fast alle der in den 
Samenproteinen enthaltenen Aminosäuren zeigt, ist in Abb. 2 dargestellt. 

Um ein Bild von der Aminosäurenzusammensetzung der Samenproteine zu 
erhalten, haben wir 2jährige, gesunde Samen einer Hydrolyse unterworfen. Dazu 
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wurden 0,5 g Samen und 50 ml destillierte, konstant siedende Salzsäure (etwa 6 n) 
in einem mit einem Hahn versehenen Rundkolben zunächst etwa 1 Stunde stehen- 
gelassen, hierauf auf etwa 40°C angewärmt und an einer Wasserstrahlpumpe 
evakuiert. Nachdem die im Kolben enthaltene Luft verdrängt worden war, wurde 
der evakuierte Kolben in ein passendes Gefäß gestellt und dieses sicherheitshalber 
mit Sand gefüllt. Hernach wurde in einem Trockenschrank 24 Std lang auf 110° C 
erhitzt. Nach dem Abkühlen wurden 50 ml Wasser zugesetzt und das gebildete 
Humin abfiltriert. Die Lösung wurde im Vakuum bei max. 60°C Badtemperatur 
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Abb. 2. Zweidimensionales Chromatogramm von 6jährigen schlecht aussehenden Samen. 

Fleck Nr. 1 Cystin, 2 Asparaginsäure, 3 Lysin+Asparagin, 4 Arginin+ Glutamin+ Histidin, 

5 Glutaminsäure, 6 Serin+ Glykokoll, 7 Threonin, 8 Alanin, 9 Prolin, 10 Tyrosin, 11 y-Amino- 
buttersäure, 12 Valin + Methionin, 13 Phenylalanin, 14 Leuzin+ Isoleuzin 


zur Trockene eingedampft, nochmals mit etwas Wasser befeuchtet und abermals im 
Vakuum getrocknet. Hierauf wurde der Rückstand in 5 ml Wasser gelöst und je 
5 ul (entsprechend einer Menge von 0,5 mg Originalsubstanz) pro Chromatogramm 
verwendet. 

Ergebnisse 

In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Versuche 
zusammengestellt. 

Mit Hilfe der Sakaguchi-Reaktion wurde nachgewiesen, daß Arginin 
in allen untersuchten Proben vorhanden war. Der Nachweis von Histidin 
nach PAauLy ließ nur Spuren von Histidin in den Proben erkennen. 

Die Zahl und die Menge der nachweisbaren freien Aminosäuren steigt 
mit zunehmendem Alter der pathologisch aussehenden Samen sehr deut- 
lich an; während bei den gesunden 5jährigen Samen kein merkliches An- 
steigen gegenüber den 3jährigen schlecht aussehenden Samen zu er- 
kennen ist. 
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Das Hydrolysat der 2jährigen Samen zeigt, daß in den Samen- 
proteinen alle für Proteine charakteristischen Aminosäuren vorhan- 
* den sind. Ein nicht näher identifizierter Fleck, der mit Ninhydrin- 
reaktion Gelbfärbung zeigte, ist wahrscheinlich Oxyprolin. 


Diskussion 


Die angeführten Ergebnisse zeigen, daß 
die älteren schlecht aussehenden Samen 
einen bedeutend weitergehenden Eiweiß- 
abbau aufweisen als die jüngeren. Dieser 
Abbau scheint graduell mit dem Alter der 
Samen zuzunehmen. 


Man könnte daran denken, daß die natür- 
liche Lagerung der Samen auf dem Baum die 
Ursache für diesen Eiweißabbau darstellt. 
Wenn man jedoch überlegt, daß diese Zapfen 
gleichzeitig gesunde Samen, die keinen 
weitergehenden Eiweißabbau erfahren, ent- 
halten, muß man erkennen, daß eine der- 
artige Lagerung nicht den Grund bildet. Bei 
der näheren Untersuchung sieht man, daß 
diese Samen nicht ganz normale, schwach 
entwickelte Embryonen (Abb. 3) oder über- App. 3. Primäres Endosperm 


haupt keinen Embryo (Parthenospermie) mit schwach entwickeltem 
5 Embryo von Pinus halepensis 














enthalten. In solchen Samen beginnen sich x. 
Tabelle 
Fleck set Samenalter in Jahren 5jährige sage deg 
Nr. Aminosäuren gesu nde 2jährigen 
: Samen s 
3 4 5 6 Samen 
1 Coins HEN: _ = = + = + 
2 | Asparaginsäure . . . + ++ ++ | +++ _ ET 
3 | Lysin + Asparagin . = - _ + er LES 
4 Arginin + Glutamin 
+ Histidin . . . . - ++ ++ | +++ + +++ 
5 Glutaminsäure . . . + ++ ++ | +++ - +++ 
6 | Serin + Glykokoll . . — + ++ | +++ = ent 
7 A TERRE": : … . - = ~ + in - Ware 
8 N SEE + ++ v+ +++ + +++ 
9 BEER. = 5 pS = = _ LE = Lathe 
10: A een Sin - - = mr - +++ 
11 | y-Aminobuttersäure . ~ + ++ ++ ? - 
12 Valin + Methionin. . - = ++ | +++ ? LES 
13 | Phenylalanin . . . . = - _ Es _ +++ 
14 Leuzin + Isoleuzin. . _ + ++ | +++ ? ae 
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die Proteine allmählich zu zersetzen. In diesen Fällen bedeutet die 
Entstehung des Endosperms vor der Befruchtung (primäres Endo- 
sperm) einen zwecklosen Materialaufwand. 


Zusammenfassung 

1. Es konnte festgestellt werden, daß in den pathologisch aus- 
sehenden Samen der auf dem Baum geschlossen bleibenden Zapfen von 
Pinus halepensis Miu. ein Eiweißabbau stattgefunden hat. Die Anzahl 
und Menge der entstandenen freien Aminosäuren steigt mit dem zu- 
nehmenden Alter des Zapfens bzw. Samens an. 

2. Es wurde darauf hingewiesen, daß die Bildung des Endosperms 
vor der Befruchtung manchmal eine unnötige Materialverschwendung 
bedeuten kann. 
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Aus dem Botanischen Institut der Universität zu Köln 


VERNALISATION, LICHT UND ALTER 
BEI ARABIDOPSIS THALIANA (L.) HEYNH. 


I. Mitteilung 


LICHT UND DUNKELHEIT 
WÄHREND KÄLTE- UND WÄRMEBEHANDLUNG 


Von 
Kraus Napp-ZInn 


Mit 10 Textabbildungen 
(Eingegangen am 1. Dezember 1959) 


A. Einleitung 

Schon seit Jahrzehnten weiß man, daß viele zweijährige Pflanzen 
auf dem Samenstadium noch nicht vernalisiert werden können, während 
dies bei fast allen annuellen Gewächsen sehr wohl möglich ist. Um so 
mehr überrascht es, daß man erst vor wenigen Jahren damit begonnen 
hat, der Frage nach der Abhängigkeit des Vernalisationseffektes vom 
Alter der Pflanzen bei Beginn einer Kältebehandlung systematisch 
nachzugehen. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich sehr bald, daß 
selbst unter den Einjährigen mehrere Reaktionstypen zu unterscheiden 
sind. 


Fassen wir aber als erstes die Zweijährigen ins Auge! Viele bienne Gewächse 
durchlaufen zunächst eine Jugendphase, in der sie auf eine Kältebehandlung 
überhaupt nicht ansprechen. Nach Ablauf dieser Phase, meist einige Wochen 
oder Monate nach der Keimung, erfolgt ein mehr oder weniger plötzlicher Über- 
gang zur Vernalisationsbereitschaft, die mit weiter zunehmendem Alter unverändert 
anhält. Dies gilt z. B. für Brassica oleracea var. gemmifera, Sorte Kolom (DE 
Zeeuw und LeoroLp 1955, vgl. Abb. la), für Dianthus barbatus (WATERSCHOOT 
1957), für Lunaria biennis (WELLENSIEK 1958), für zweijährige Formen von 
Hyoscyamus niger sowie für F,-Bastarde dieser Art mit einem ein- und einem zwei- 
jährigen Elternteil (SARKAR 1958)1. 

Andere Pflanzen, die gewöhnlich ebenfalls als Zweijährige kultiviert werden, 
kann man durchaus auch schon auf dem Samenstadium vernalisieren, doch ist 
die Wirkung einer bestimmten Kältebehandlung (innerhalb gewisser Grenzen) um 
so größer, je älter die Pflanzen bei ihrem Beginn waren. Diesen Typ vertreten 
unter anderen Beta vulgaris provar. conditiva, Sorte Ägyptische Plattrunde (vgl. 
Abb. 1b) und Cheiranthus Allionii (WELLENSIEK und HAKKAART 1955) sowie 
Cichorium Intybus (HARTMAN 1956). 

Diesem zweiten Typ sind offenbar auch etliche winterannuelle Kräuter zuzu- 
rechnen, doch scheinen hierüber bislang nur recht dürftige Angaben vorzuliegen. 
So waren im Falle von Triticum aestivum, Sorte Ostka Zlotoklosa, verschiedene 


1 Diese F,-Bastarde unterscheiden sich von dem zweijährigen Elternteil durch 
eine kürzere Dauer der Jugendphase. 
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Vernalisationsbehandlungen wirkungsvoller bei 9 Tage alten Keimlingen als bei 
nur eben angekeimten Caryopsen (MARKOWSKI 1959). 

Andere Winterweizensorten zeigen ein abweichendes Verhalten: In Versuchen 
von Gort (1957) mit dem australischen Weizen Winter Minflor betrug die Zeit- 
spanne zwischen dem Ende der Kältebehandlung und der Anthese durchweg 
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Abb. 1. Abhängigkeit des Vernalisationseffekts vom Alter der Pflanzen zu Beginn der 
Kältebehandlung a bei Rosenkohl (Brassica oleracea var. gemmifera), Sorte Kolom, um- 
gezeichnet nach DE ZEEUW und LEOPOLD 1955; b bei Roter Bete (Beta vulgaris ssp. 
vulgaris convar. crassa provar. conditiva), Sorte Agyptische Plattrunde, nach einer Tabelle 
von WELLENSIEK und HAKKAART 1955; c bei Winterweizen (Triticum aestivum), Sorte 
Winter Minflor, nach einer Tabelle von Gott 1957; d bei Ranunculus Ficaria, umgezeichnet 
nach AUGSTEN 1957. @———© 30tägige Vernalisation (1952); 
e ® 60tägige Vernalisation (1954) 





36,3—39,9 Tage, ganz gleich, ob die Pflanzen bei Vernalisationsbeginn 2, 7, 14, 
22, 29, 36 oder 44 Tage alt waren (vgl. Abb. 1c). Noch ältere Pflanzen gingen 
freilich auch ohne Kälteexposition zur Blütenbildung über. 

Einen weiteren Typ stellt möglicherweise Ranunculus Ficaria dar: Bei (um 
die Jahresmitte geernteten) Wurzelknöllchen hat eine Kältebehandlung den 
größten Erfolg im September/Oktober (AUGSTEN 1957, vgl. Abb. 1d). Ob die 
Vernalisationsbereitschaft später wieder abnimmt, geht aus AUGSTENs bisher ver- 
öffentlichten Versuchen allerdings nicht mit Sicherheit hervor. 
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Wieder ein anderes Verhalten zeigte die winterannuelle Rasse Stock- 
holm von Arabidopsis thaliana: Von der Aussaat bis zu einem Alter 
"von etwa 45 Tagen nahm die Vernalisationsbereitschaft ständig ab, 
stieg dann aber bis zu einem Alter von etwa 90 Tagen wieder an und 
verringerte sich nun langsam von neuem. Dies war das übereinstimmende 
Ergebnis von 4 Versuchen, die in den Jahren 1954—1957 im Botanischen 
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Abb. 2. Abhängigkeit des Vernalisationseffekts vom Alter der Pflanzen zu Beginn der 

Kälteexposition bei Arabidopsis thaliana, Rasse Stockholm. a Hohenheimer Versuche 

(x Vernalisation 26. 2.—4. 4. 55 bei +3 +0,5°C; U) Vernalisation 4. 11.—12. 12. 55 bei 
+2+1°C; A Vernalisation 18. 5.—25. 6. 56 bei +3,5 +1,5°C); b erster Kölner Versuch 
(Vernalisation 1. 8.—9. 9. 57 bei +2—4°C). Statistische Belege s. Tabellen 2 und 3 


Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule Stuttgart-Hohenheim 
durchgeführt und von denen die beiden ersten schon bei früherer Gelegen- 
heit (Narr-Zınn 1957b) mitgeteilt worden waren (vgl. Abb. 2a). 

Der dritte Versuch wurde in derselben Weise durchgeführt wie die beiden ersten, 


nur umfaßte er eine größere Anzahl Altersstufen. Aussaat- und Pikierdaten so- 


wie Einzelheiten bezüglich des 
Saatgutes gehen aus Tabelle 1 Tabelle 1. Ernte-, Aussaat- und Pikierdaten der 





hervor. Die Keimung (Entfal- in Tabelle 2 enthaltenen Versuchsgruppen 
tung der Cotyledonen) tratstets  Grup- mE 

À "| Ernte- A t- Pikier- 
3 Tage nach der Aussaat ein, Den | Saatgut u ST eee 


bei Gruppe VII jedoch während 
der Vernalisation, die vom 

















I | H139s | 1.7.55] 5.3.56 | 24. 3. 56 
Tee) HE | H1%9s | 1.7.55|16.3.56| 4.4.56 
ei + 2,5 + 1,5" C erfolgte. Die II | H139s | 1.7.55 | 28. 3. 56 | 17. 4. 56 
Aufzuchttemperatur lag vor der IV | H139s | 26. 6. 55 | 10. 4. 56 | 27. 4. 56 
Vernalisation zwischen 19 und V | H139s | 26. 6. 55 | 16. 4. 56 | 11. 5. 56 
21,50 C (meist bei 20°C) und VI | H139s | 1.7.55 | 27. 4. 56 | 18. 7. 56 
nach der Kältebehandlung zwi- VII | H139s | 7.7. 55 | 18. 5. 56 | 18. 7. 56 


schen 20 und 24° C (Maximum 

in der 2. Augusthälfte). Als Kriterien des Vernalisationseffekts wurden in gewohn- 
ter Weise das Blühdatum und die Zahl der Stengelblätter ermittelt, letztere 
aber nur, soweit die Hauptachse zum Blühen kam. — Die Ergebnisse sind in 
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Tabelle 2. Arabidopsis thaliana, Rasse Stockholm 
Mittleres Blühalter, vom Ende der Vernalisation an in Tagen gerechnet (Z), 
und mittlere Zahl der Stengelblätter (&) in Abhängigkeit vom Alter der Pflanzen 
beim Beginn einer 38tägigen Kältebehandlung bei + 2,5 + 1,5°C und Dunkelheit. 
n Zahl der auswertbaren Pflanzen. 





























PRADA D = md Blühalter Stengelblätter 
Nr. tionsbeginn 
(Tage) & | a Z&-x) ä n |z@-ar 

I 74 44,2 20 3824 11,1 19 133 

II 63 58,9 16 1458 13,7 15 177 

III 51 63,6 11 238 14,9 7 65 

IV 38 78,3 6 876 11,3 6 18 

V 32 69,4 15 1838 10,7 14 190 

VI 21 63,9 29 4124 9,6 27 142 

VII 0 44,5 23 503 3,8 23 40 





Tabelle 2 zusammengestellt. Sie stimmen offensichtlich gut mit denen der 
beiden vorangegangenen Versuche überein. 

Ein vierter Versuch dieser Art umfaßte nur Pflanzen, die bei Beginn einer 
35tägigen Vernalisation bei +2+2°C (13. 12. 56—17.1.57) 0, 1, 3, 7 oder 
14 Tage alt waren. Das Resultat weist in dieselbe Richtung wie die bisherigen, 
so daß sich eine ins einzelne gehende Darstellung erübrigt. 

Im Juni 1957 wurden gleichartige Versuche im Botanischen Institut 
der Universität zu Köln aufgenommen, vor allem im Hinblick auf 
genetische Fragen, von denen weiter unten die Rede sein wird. 

Bei dem ersten Kölner Versuch wurden am 27. 6., 4. 7., 11. 7., 18. 7., 26. 7., 
29. 7. und 30. 7. 57 H 2s,-Samen der Ernte vom 25. 2. 55 ausgesät; die 4 ersten 
Gruppen wurden am 19.7., 25.7., 30.7. und 16.9. pikiert, die übrigen am 
10. 10. 57. Die Vernalisation fand bei + 2—4° C in der Zeit vom 1. 8.—9. 9. 57 
(=39 Tage) statt. Die Aufzucht der Pflanzen erfolgte vor und nach der Kälte- 
behandlung bei etwa 19—21°C. 

Die Ergebnisse sind in Abb.2b wiedergegeben, die zugehörigen 
statistischen Belege findet man in Tabelle 3. Nach den Resultaten 
der 4 Hohenheimer Versuche hätte man erwarten sollen, daß die ältesten 
Pflanzen (Gruppe I in Tabelle 3) als letzte geblüht haben würden. 
Stattdessen war das Blühalter bei den 6 Tage alten (Grupppe V) bei 
weitem am größten. 

Es lag von vornherein nahe, für diesen überraschenden Befund 
abweichende Lichtbedingungen verantwortlich zu machen. Der soeben 
geschilderte Versuch war nämlich mit den im Kölner Institut gerade 
vorhandenen Einrichtungen durchgeführt worden, so daß die Pflanzen 
vor, während und nach der Vernalisation anderen Beleuchtungsverhält- 
nissen als in Hohenheim ausgesetzt waren (vgl. Tabelle 4), wogegen 
hinsichtlich Temperatur und Substrat an beiden Orten weitgehende 
Übereinstimmung geherrscht haben dürfte. — Zwar kannte man bereits 
einige Anzeichen dafür, daß Beleuchtungsfaktoren (insbesondere photo- 
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Tabelle 3. Arabidopsis thaliana, Rasse Stockholm 
Mittleres Blühalter, vom Ende der Vernalisation an in Tagen gerechnet (2), 
* und mittlere Zahl der Stengelblätter (a) in Abhängigkeit vom Alter der Pflanzen 
beim Beginn einer 39tägigen Kältebehandlung bei + 2—4°C. n Zahl der aus- 
wertbaren Pflanzen. 






































Alter bei 
Gruppen- ‚ve vowed lisa- Blihalter Stengelblätter 
Tr. ionsbeginn 
(Tage) z n > (@—x)* a n > (@—a)* 

I 35 45,0 20 377 10,2 20 45 
II 28 40,2 17 685 7,8 17 73 
III 21 39,8 20 558 8,1 20 17 
IV 14 50,6 26 771 8,1 26 29 
V 6 89,5 15 5738 10,2 15 31 
VI 3 49,6 7 442 3,6 7 12 
VII 2 46,8 30 2397 4,2 30 101 


Tabelle 4. Lichtverhältnisse bei den Hohenheimer und bei den Kölner Versuchen 
Hohenheim 1954—1957 Köln 1957 ff. 








Beleuchtung vor und nach 
der Vernalisation, 
Lampentypen. .... Osram 40 W-Leucht- | Philips 40 W-Leuchtstoff- 

stofflampen, TypenHNT| lampen, Type TL-F 33 

(3/5) und HNI (2/5) 


Blaulichtanteil . . . größer geringer 
Lichtintensität (instal- 
lierte Leistung) . . 200 W/m? etwa 550 W/m? 
Während der Vernalisation Dunkelheit schwaches Licht (Osram 
40 W-Leuchtstofflampen, 


Typen HNW [1/2] und 
HNI [1/2], etwa 7 W/m?) 








periodische Bedingungen) die Ausprägung von Vernalisationseffekten 
beeinflussen können. Die ohnehin noch spärlichen Kenntnisse über die 
Relation zwischen Pflanzenalter und Vernalisationseffekt (s. oben) boten 
jedoch noch keinen Hinweis darauf, daß diese Relation (wie es nach 
diesen Befunden wahrscheinlich erscheint) durch bestimmte Licht- 
verhältnisse verändert werden könnte. 

Sowohl in Hohenheim als auch in Köln erfolgte die Aufzucht der 
Pflanzen vor und nach der Kältebehandlung bei Dauerlicht. Unter- 
schiede bestanden aber hinsichtlich der Lichtintensität und -qualität 
sowie darin, daß die Vernalisation in den Hohenheimer Versuchen bei 
Dunkelheit, in dem Kölner Versuch dagegen — wenigstens bei den 
14—35 Tage alten Pflanzen! — bei Licht erfolgte (Tabelle 4). Die Rolle 


1 Die Vernalisation erfolgte in einem beleuchteten Kühlraum; nur die Ton- 
schalen mit den jüngeren (bei Vernalisationsbeginn bis 6 Tage alten) Aussaaten 
waren mit einer Glasscheibe bedeckt und zwecks Raumersparnis übereinander- 
gestellt worden, so daß sie praktisch kein Licht erhielten. 
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dieser 3 Faktoren war daher Gegenstand einer Reihe weiterer Versuche, 

von denen einige noch im Gange sind. Da zur Zeit an mehreren anderen 

Instituten gleichartige Versuche durchgeführt werden, ist es angebracht, 

die Ergebnisse einiger Versuche schon jetzt vorzulegen. Zunächst wurde 

die Rolle von Licht und Dunkelheit während der Kältebehandlung 

untersucht, nicht zuletzt auch hinsichtlich der Möglichkeit der De- 

und Revernalisation. Hierüber berichtet die gegenwärtige Mitteilung. 

Eine bald folgende zweite Notiz wird den Einfluß verschiedener Licht- 

intensitäten in der Zeit vor und nach der Kältebehandlung betreffen. 

Die Bedeutung der Lichtqualität bleibt einer dritten Veröffentlichung 
vorbehalten. 

B. Versuche mit der Rasse Stockholm 
I. Experimenteller Teil 

Bei den Versuchen, über die hier zu sprechen ist, wurden in erster 

Linie Pflanzen der schon erwähnten winterannuellen Rasse Stockholm 

benutzt. Daneben fanden im Hinblick auf 

8 genetische Probleme (vgl. Narr-Zınn 1957a, 

ze van, S. 284) noch einige weniger kältebedürftige 

| | Arabidopsis-Linien Verwendung, auf die wir 

H2 H7 H8 später (S. 424ff.) eingehen werden. Als erstes sei 


A ge an Hand nebenstehender Skizze eine Übersicht 
| über die Abstammungsverhältnisse des Saat- 
K237 gutes gegeben, das bei den früheren und bei 


den jetzigen Versuchen verwendet wurde. Wie 
dieses Diagramm veranschaulicht, handelte es sich stets um Selbstungs- 
nachkommen ein und derselben Ausgangspflanze. 


1. Vernalisation, De- und Revernalisation bei Licht 


a) Methode. Zunächst sollte das Ergebnis des ersten Kölner Versuches (s. oben) 
in einem weiteren Experiment erhärtet werden, das zugleich auch eine größere 
Zahl von Altersstufen umfaßte. H 2 s,-Samen, geerntet am 10. 10. 57, wurden am 
14. 11., 22.11., 29. 11., 9.12., 17. 12., 25. 12. 57, 3.1., 13.1., 24.1., 30.1., 
3. 2. und 5. 2. 58 ausgesät; die Keimlinge der 9 ersten Gruppen wurden am 29. 11., 
9. 12., 17. 12., 24. 12. 57, 4. 1., 14. 1., 24. 1. und 5. 2. 58 zu je 10 in eine Schale 
pikiert, die der übrigen Gruppen nach der Vernalisation. Diese währte vom 
5. 2.—17. 3. 58, also 40 Tage!, bei weiteren Pflanzen einzelner Gruppen auch 20 
oder 60 Tage. Die Pflanzen wurden (wie in den vorausgehenden und folgenden 
Versuchen) auf-einer Mischung von Lauberde, Komposterde und Sand in Ton- 
schalen von 12—13 cm Durchmesser kultiviert; bezüglich der Lichtverhältnisse 
vor, während und nach der Vernalisation s. Tabelle 4. In der Regel wurden zwei 


1 Eine Vernalisationsdauer von 40 Tagen wurde im Hinblick darauf gewählt, 
daß sich in einem früheren Versuch (Napr-Zınn 1957c) bei etwa derselben Dauer 
+2 und +4°C als ungefähr gleich wirksam erwiesen hatten, so daß damit zu 
rechnen war, daß etwaige geringfügige Unterschiede in der Vernalisationstemperatur 
sich später nicht bemerkbar machen würden. 
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Drittel aller gleich alten und gleich lange vernalisierten Pflanzen unmittelbar nach 
der Vernalisation einer 4tägigen Wärmebehandlung bei + 30° C in 2 Thermostaten 
. unterworfen, durch deren gläserne Türen sie aus möglichst geringer Entfernung 
von je einer Schreibtischlampe (Glühbirne, 60 W) beleuchtet wurden. Die Hälfte 
der wärmebehandelten Pflanzen wurde anschließend für 40 Tage nochmals den- 
selben Bedingungen ausgesetzt, wie sie während der Vernalisation geherrscht 
hatten, und erst anschließend wieder — wie vor der Vernalisation — bei 
19— 21°C gehalten. In wenigen Fällen wurde zwischen Vernalisation und Wärme- 
behandlung ein 4tägiger Aufenthalt bei etwa 20° C eingeschaltet; bei diesen Pflanzen 
folgte der Wärmeperiode keine erneute Kälteexposition. Die einzelnen Versuchs- 
glieder umfaßten in der Regel 10 oder 
20 Pflanzen. 60 


ß) Ergebnisse des Haupt- 
versuchs (40tägige Vernalisation). 
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Vernalisation. Das Blühalter der ©, I ; 
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nalisierte Kontrollpflanzen, aus- 
gesät am 31. 10. 57, blühten im 0 
Durchschnitt 123,9 Tage nach der 
Aussaat. Wahrend bei dem Vor- 
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Abb. 3. Arabidopsis thaliana, Rasse Stock- 
holm. Vernalisation, De- und Revernalisa- 


versuch (s. Abb. 2b) die am Anfang 
der Vernalisation 6 Tage alten 
Pflanzen das höchste Blühalter 
aufwiesen, blühten dieses Mal die 
2 Tage vor Vernalisationsbeginn 
ausgesäten Pflanzen zuletzt. (Die 


tion bei Licht in Beziehung zum Alter der 
Pflanzen bei Beginn der Kältebehandlung. 
© 40 Tage vernalisiert (+2°C), @ 40 Tage 
vernalisiert, dann 4 Tage wärmebehandelt 
(30° C), & 40 Tage vernalisiert, dann 4 Tage 
wärmebehandelt und anschließend 40 Tage 
revernalisiert (2°). Statistische Belege 
s. Tabelle 5 





Differenz gegenüber den am Tag 

des Vernalisationsbeginns gesäten Pflanzen ist mit P=0,02 nur sehr 
schwach gesichert!.) Daß der Gipfel der Blühalterkurve nicht dieselbe 
Höhe erreicht wie im Vorversuch, mag damit zusammenhängen, daß 
in jenem die Pflanzen der jüngsten Aussaaten praktisch bei Dunkel- 
heit, dieses Mal aber bei Licht vernalisiert worden waren. Ein Resultat 
des nächsten größeren Versuches (Abb. 4a, S. 419) spricht zugunsten 
einer solchen Annahme. 

Devernalisation. Insbesondere fällt auf, daß eine sich an die Vernali- 
sation anschließende Wärmebehandlung unter den vorliegenden Um- 
ständen keine Devernalisation bewirkte. Dabei ist hervorzuheben, daß 
auch die am Tag des Vernalisationsbeginns ausgesäten Pflanzen, deren 
Cotyledonen erst während der Kältebehandlung ergrünt waren, nicht 
devernalisiert werden konnten. In insgesamt 6 der 12 Altersstufen 
dieses Versuches blühten die wärmebehandelten Pflanzen ein wenig 
früher als die nur vernalisierten; für die 6 anderen gilt das Umgekehrte. 


1 Ermittlung der P-Werte nach PArTau (1943). 
28* 
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Tabelle 5. Arabidopsis thaliana, Rasse Stockholm 


Mittleres Blühalter, vom Ende der Vernalisation bzw. der Revernalisation an 
in Tagen gerechnet (7), mittlere Zahl der Rosettenblätter (7) und der Stengel- 
blätter (&) in Abhängigkeit von Vernalisation, Stabilisation, De- und Revernalisation 
bei Licht und vom Alter der Pflanzen bei Beginn der (gegebenenfalls ersten) 
Kältebehandlung. -d Tage; n Zahl der auswertbaren Pflanzen. 





Aussaat- 

































































datum Blühalter Rosettenblätter Stengelblätter 
Lees” co Behandlung 
tions- zZ |n|Z(&-x}*|] y | n |Z(y-x}*| a | n |Z(a-a) 
beginn) 2 
7.11.57 | 40d 2° 18,0} 9] 130 11,8| 9 9 
(90d) | 404 2°, 4d 30° 20,1) 7| 43 13,7| 6| 12 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |13,9 | 10 53 10,3|10| 29 
14.11.57 | 40d 2° 25,0 | 10 6 9910| 11 
(83d) 40d 2°, 4d 30° 21,0| 7 40 15,0| 6| 64 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 115,1 | 10 23 11,3} 8] 110 
22. 11.57 | 40d 2° 24,8 | 10 20 10,3 | 10 2,1 
(75d) 40d 2°, 4d 30° 21,9] 10 85 10,5 |10| 32,5 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 115,1 | 10 23 10,1} 8| 27 
29.11.57 | 40d 2° 22,0 | 10 6 10,6 | 10 8,5 
(68d) 40d 2°, 4d 30° 22,5 | 10 34,5 11,1110! 29 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |15,8 | 10 8 0 
9. 12. 57 | 40d 2° 20,9 | 10 17 11,0 | 10 6 
(58d) 40d 2°, 4d 30° 21,7 | 10 13 10,7 110] 17 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 117,4 | 10 30,5 10,4! 9| 44,3 
17. 12. 57 | 40d 2° 27,6 | 10 190,5 10,3|10| 17 
(50d) 40d 2°, 4d 30° 33,7] 9] 343 8719| 25 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° | 16,4 | 10 20,5 10,4 |10| 22,5 
25. 12. 57 | 40d 2° 28,6 110! 272,5 10,5 |10| 12,5 
(42d) 40d 2°, 4d 30° 28,1 | 10 18 6,6/10| 18,5 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |16,7 | 10 10,5 8,0110| 55 
3.1.58 | 40d 2° 31,2 |10 38 8,6|10| 18,5 
(33d) 40d 2°, 4d 30° 29,9/10| 181 6,3110| 91 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° | 19,7 | 10 78,5 4,7|10| 14,5 
13. 1. 58 | 20d 2° 69,6 |20 | 1877 13,8|20| 70 
(23d) 20d 2°, 4d 30° 79,4 | 144) 2471,5 12,3 |14| 93,5 
20d 2°, 4d 30°, 40d 2° 127,4 | 10 8,5 128,2110| 106 6,610}! 10,5 
40d 2° 34,2 | 10 50 9,1 110 5 
40d 2°, 4d 20°, 4d 30° 142,5 |10| 564,5 8,8/)10| 56,5 
40d 2°, 4d 30° 42,9110] 225 82/10| 10 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 126,0| 7| 125 [23,1] 7 55 4,6| 7 5,8 
60d 2° 27,6 | 10 50,5 6,3 | 10 9 
60d 2°, 4d 20°, 4d 30° 124,0 | 10 66 2,9)10}] 21 
60d 2°, 4d 30° 28,8)18} 106 123,8/18| 171 5,6118| 36,5 
60d 2°, 4d 30°, 40d 2° 116,7 | 20 40,2 3,2120| 11 
24. 1. 58 | 40d 2° 35,7 | 20 75 134,7120| 258 6,2120| 17 
(12d) 40d 2°, 4d 30° 38,6 | 20 89 134,5120| 199 6,1/20| 18 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |28,1| 7 35 10,3 | 7 11,8 | 2,3] 7 3,8 


1 Ohne 1 Trotzer. 
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Tabelle 5 (Fortsetzung) 




















Aue Blühalter Rosettenblätter Stengelblätter 
Grane} Behanatons 
tions- z n |Y(&-a)] 7 n|Z(Y-v}| a n | Z(a-a) 
beginn) 
30. 1.58 | 20d 2° 78,7 | 20 | 1499 12,8 | 20 | 127 
(6d) 20d 2°, 4d 30° 78,5 | 20 | 1005 13,620 | 43 
20d 2°, 4d 30°, 40d 2° 125,4 | 20 65 15,7 | 20 62 3,7 120| 17 
40d 2° 33,9 120| 108 25,8120| 111 4,3120| 10 
40d 29, 4d 30° 35,8 120! 951 23,5 120! 771 2,5120| 93 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |21,9 | 20 6 10,8 | 20 23 3,2 | 20 5 
60d 2° 24,6 | 20 29 14,2 | 20 25 4120! 11 
60d 2°, 4d 30° 27,6 | 20 67 14,1 | 20 50 2,5120| 17 
60d 2°, 4d 30°, 40d 2° 119,1 | 18 ll 10,1 | 18 18 2,6 | 18 4,3 
3. 2.58 | 40d 2° 52,7 | 25 | 1552 27,6 | 24 | 1322 5,8125| 86 
(2d) 40d 2°, 4d 30° 46,7125| 378 21,4125| 856 4,0125| 41 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |30,0| 6| 116 8,3| 6 1,3 | 2,3] 6 1,3 
5.2.58 | 20d 2° 76,5) 2] 118,5 10,0! 2 8 
(Od) 20d 2°, 4d 30° 83,0] 3 86 9,0! 2 2 
40d 2° 46,4 | 11 198,8 119,4 |11| 275 4,5|11| 14,8 
40d 2°, 4d 20°, 4d 30° |44,9|20 | 340 16,920! 311 4,1|20| 22 
40d 2°, 4d 30° 45,2 |11 89 16,0 | 11 28 3,4|11| 12,8 
40d 2°, 4d 30°, 40d 29 1344] 7 65,8 | 9,0| 7 6 2,3|.7 1,4 
60d 2° 29,0 | 21 32 11,2 | 21 25 2,6121| 15,3 
60d 2°, 4d 30° 39,3 | 12 39 9,7 | 12 33 2,7112 2,7 
60d 2°, 4d 30°, 40d 2° 124,0 | 20 46 8,5 | 20 17 2,6 | 20 4,8 
































(Im ersten Falle war die Differenz bei 2 Tage? alten Pflanzen am größten 
und betrug 6,0 Tage [P=0,002], im zweiten Falle bei 23 Tage alten 
Pflanzen 8,7 Tage [P< 0,0002].) Diese Differenzen könnten zum Teil 
auf unterschiedlichem Abstand von der Lichtquelle während des 30° C- 
Aufenthaltes beruhen. Auch für die Richtigkeit dieser Annahme gibt 
ein späterer Versuch (vgl. S. 420) einen Hinweis. 


Stabilisation. Setzt man vernalisierte Pflanzen vor einer gewöhnlich devernali- 
sierenden Wärmebehandlung eine Zeitlang bei Licht einer ,,indifferenten‘‘ Tempe- 
ratur aus (etwa 20° C), so wird der Vernalisationseffekt je länger je mehr stabilisiert 
und die Wirkung der Wärmeexposition herabgesetzt. Da deren Effekt im vor- 
liegenden Versuch ohnehin praktisch gleich Null ist, kann man hier von einem 
Aufenthalt bei 20° C keine besondere Wirkung erwarten. Tatsächlich stimmen die 
Blühdaten von am 13. 1. und am 5. 2. ausgesäten Pflanzen (23 bzw. 0 Tage alt), 
die einer solchen Stabilisationsbehandlung unterworfen wurden, mit denen von 
nur vernalisierten Individuen oder solchen, die gleich nach der Vernalisation der 
Wärme (30°C) ausgesetzt wurden, annähernd überein (Tabelle 5). 

Revernalisation. Da die Wärmebehandlung keine Devernalisation bewirkte, 
war auch nicht mit einem besonders eindrucksvollen Ergebnis einer erneuten 
Kältebehandlung zu rechnen. Tatsächlich wurde das Blühalter — im Vergleich 
mit jenem nur einmal vernalisierter Pflanzen — durch eine zweite 40tägige Kälte- 
einwirkung in der Regel um etwa 5—15 Tage herabgesetzt. 


1 Solche Altersangaben betreffen — auch im folgenden — das Alter bei Beginn 
der Kältebehandlung. 
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Zahl der Blätter. Die Zahl der Stengelblätter wurde bei allen Pflanzen ermittelt, 
soweit die Hauptachse Blüten bildete. Die Rosettenblätter wurden jedoch nur 
bei Pflanzen gezähit, die bei Vernalisationsbeginn nicht mehr als 23 Tage alt 
waren, und auch dies nur dann, wenn der Erhaltungszustand der Rosettenblätter 
eine Zählung sinnvoll erscheinen ließ. In Übereinstimmung mit früheren Beob- 
achtungen (Napr-Zınn 1954, 1957c) war die Zahl der Blätter bei wärmebehandelten 
Pflanzen (vor allem der letzten Aussaaten) oft herabgesetzt, verglichen mit den 
Verhältnissen bei nur vernalisierten Pflanzen gleichen Blühalters (vgl. Tabelle 5). 
Dies gilt auch für länger und kürzer vernalisierte Pflanzen, denen wir uns nun- 
mehr zuwenden. 

y) Variation der Vernalisationsdauer. Diejenigen Versuchsglieder, bei denen 
die Dauer der Vernalisation variiert wurde, bieten nichts grundsätzlich Neues 
mehr. Bemerkenswert ist eigentlich nur, daß unter den vorliegenden Versuchs- 
bedingungen der Effekt einer kurzfristigen, nur 20tägigen Vernalisation durch 
eine Wärmebehandlung nur unwesentlich oder überhaupt nicht (vgl. die 6 Tage 
alten Pflanzen in Tabelle 5, 1. und 2. Zeile der Aussaat vom 30. 1. 58!) herabgesetzt 
wurde. Es überrascht deshalb auch nicht, daß die Behandlungen 20 Tage 2°+ 4 Tage 
30°+ 40 Tage 2° einerseits und 60 Tage 2° andererseits praktisch zum gleichen 
Blühalter führten. — Die in einzelnen Fällen signifikanten Blühalter-Unterschiede 
zwischen wärmebehandelten und nichtwärmebehandelten, zuvor gleich lange 
vernalisierten Pflanzen gleichen Alters können, wie schon oben erwähnt, mit dem 
verschieden großen Abstand von der Lichtquelle während der Wärmeexposition 
in Zusammenhang gebracht werden. Der vielfach unregelmäßige Verlauf der 
Blühalter-Kurve von gleich behandelten Pflanzen verschiedenen Alters könnte 
auf zufälligen Unterschieden der Lichtintensität vor und nach den 2°- und 30°- 
Aufenthalten beruhen!. Hierfür sprechen frühere Beobachtungen (NAPP-ZINN 
1957b, S. 388) sowie neuere, die in der II. Mitteilung dieser Reihe zur Sprache 
kommen werden. 





2. Vernalisation bei Licht und Dunkelheit, Devernalisation im Dunkeln 
und Revernalisation bei Licht 


Da in den beiden Versuchen, die in der Einleitung (Tabelle 3) und 
im vorangehenden Abschnitt 1 geschildert wurden, die in Hohenheim 
gefundene Beziehung zwischen Vernalisationseffekt und Alter der Pflan- 
zen nicht wieder in Erscheinung trat, wurde in einer weiteren Versuchs- 
serie der Einfluß von Licht und Dunkelheit während der Vernalisation 
(vgl. Tabelle 4!) untersucht. Auch dieses Mal wurde bei einigen Versuchs- 
gliedern die Dauer der Kältebehandlung variiert. In einer Reihe von 
Fälten schlossen sich der Vernalisation wieder Stabilisations- und Wärme- 
oder Wärme- und erneute Kältebehandlung an. 

a) Methode. H 2 s,-Saatgut, geerntet am 10. 10. 57, wurde am 12. 5., 26. 5., 
9. 6., 23. 6., 7. 7., 21. 7., 4. 8. und 11. 8. 58 ausgesät. Die Keimlinge wurden in 
der Regel 14 oder 15 Tage später pikiert; nur die der beiden letzten Aussaaten 
wurden erst nach den verschiedenen Temperaturexpositionen verpflanzt, von 
denen sogleich die Rede ist. Eine Vernalisation von meist 40tägiger Dauer begann 
am Tag der letzten Aussaat. Eine Anzahl Pflanzen der Aussaaten vom 9. 6., 
23.6. und 11.8. (63, 49 oder 0 Tage alt) wurde auch 20 oder 60 Tage lang 


1 Die Pflanzen waren nämlich während des 20°-Aufenthaltes nur in größeren 
Zeitabständen umgestellt worden. 
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vernalisiert. Die Kältebehandlung erfolgte entweder bei + 1,5—2,5° C (abgesehen 
von einem zweimaligen kurzfristigen Temperaturanstieg auf + 11°C infolge Ver- 


_ sagens der Kälteanlage) in einem Kühl- 


raum unter den oben (Tabelle 4) ge- 
schilderten Lichtverhältnissen — oder 
bei + 2—6°C (abgesehen von vier- 
maliger Erwärmung auf etwa + 13° C 
beim ‚„Abtauen‘“) in einem Kühl- 
schrank bei völliger Dunkelheit. Ein 
Teil der Pflanzen wurde sodann 4 Tage 
lang in einem Thermostaten unter 
Lichtabschluß einer Temperatur von 
+ 30° C ausgesetzt und die Hälfte von 
ihnen nunmehr 40 Tage lang von neuem 
einer Kältebehandlung (+ 1—3° C) im 
Kühlraum — durchweg bei Licht — 
unterworfen. Andere Pflanzen wurden 
zwischen Vernalisation und Wärme- 
behandlung 4 Tage bei Licht und etwa 
20°C unter denselben Bedingungen 
gehalten, unter denen alle Pflanzen 
vor und nach den verschiedenen er- 
wähnten Behandlungen aufwuchsen 
(19—21°C vor, 19—22°C nach der 
Vernalisation). — Die Pflanzen einiger 
Versuchsglieder gingen während dieser 
Behandlungen zugrunde. Die dadurch 
entstandenen Lücken wurden zum 
Teil bei späteren Versuchen ausgefüllt. 


ß) Ergebnisse des Haupt- 
versuchs (40tägige Vernalisation). 
Vernalisationbei Licht und Dunkel- 
heit. Dio bei Beginn der Kälte- 
behandlung bis zu 35 Tage alten 
Pflanzen zeigten einen merklich 
größeren  Vernalisationseffekt, 
wenn sie während der Kälte- 
periode beleuchtet worden waren 
(Abb. 4a)!. Wenn man von den 
35 Tage alten Pflanzen absieht 
(das relativ hohe Blühalter der 
dunkel vernalisierten Pflanzen 
kehrte in anderen Versuchen nicht 
wieder), so war die Blühalter- 


1 Ähnliches gilt für die von Mar- 
KOWSKI (1959) untersuchte Winter- 
weizensorte Ostka Zlotoklosa, während 
für Daucus Carota nach FısHer (1956) 
das Gegenteil zutrifft. 
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l 20 40 60 c 80 100 
Alter bei Beginn der Vernalisation (Tage) 
Abb. 4. Arabidopsis thaliana, Rasse Stockholm. 
a 40tägige Vernalisation bei Licht (®) oder 
Dunkelheit (©); b 40tägige Vernalisation bei 
Licht mit (@) oder ohne anschließende 4tägige 
Wärmebehandlung im Dunkeln (® ); c 40tägige 
Vernalisation bei Dunkelheit ohne weitere 
Behandlung (©), mit anschließender Wärme- 
behandlung im Dunkeln (®), mit anschließen- 
der Stabilisation bei Licht und Wärmebehand- 
lung im Dunkeln (®) oder mit anschließender 
Wärmebehandlung im Dunkeln und erneuter 
40tägiger Kälteexposition bei Licht (@)in Be- 
ziehung zum Alter der Pflanzen bei Beginn der 
Vernalisation. Statistische Belege s. Tabelle 6 
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Differenz am größten bei den 7 Tage alten Exemplaren (P= 0,0045). 
Diese blühten nach Licht- wie nach Dunkelvernalisation weitaus am 
spätesten, worin Übereinstimmung mit dem ersten Kölner Versuch 
(Abb. 2b) besteht. Die Pflanzen, die bei Vernalisationsbeginn 49 Tage 
oder älter waren, reagierten dagegen auf die Kälteexposition unabhängig 
von Licht und Dunkelheit in annähernd gleicher Weise. 

Devernalisation nach Lichtvernalisation. Eine im Dunkeln erfolgende 
4tägige 30°-Behandlung bewirkte nur bei solchen Pflanzen ein gewisses 
Maß von Devernalisation, die bei Beginn der Kältebehandlung aus- 
gesät worden und deren Keimblätter während der Vernalisation ergrünt 
waren (Abb. 4b). Bei Wiederholung dieses Versuches mit 7 und 21 Tage 
alten Pflanzen (die im vorliegenden Falle während oder nach der Wärme- 
behandlung fast sämtlich eingegangen waren) zeigte sich, daß schon 
bei 7tägigen Sämlingen nach Lichtvernalisation eine Devernalisation 
praktisch nicht mehr möglich ist. Die mehrtägige Verzögerung der 
Blütenbildung bei 35 und 91 Tage alten, wärmebehandelten Individuen 
dürfte zufälliger Natur sein. 

Devernalisation nach Dunkelvernalisation. Keimlinge, die unmittel- 
bar vor Beginn einer Dunkelvernalisation ausgesät worden waren, 
reagierten auf eine Wärmebehandlung mit einer beträchtlichen Steige- 
rung des Blühalters (Abb.4c). Daß der Vernalisationseffekt nicht 
gänzlich verschwand (wie es bei früherer Gelegenheit nach ötägiger 
Wärmebehandlung der Fall war, Narr-Zınn 1957c), mag darauf be- 
ruhen, daß dieses Mal nur 4 Tage lang devernalisiert wurde. Leider 
haben 7- und 21tägige Keimpflanzen die der Dunkelvernalisation folgende 
Dunkeldevernalisation — auch in einem „Ersatzversuch“ — nicht 
lebend überstanden; immerhin ergab ein anderer ,,Ersatzversuch‘‘, daß 
35tagige Pflanzen nach Dunkelvernalisation auch im Dunkeln nicht 
mehr devernalisiert werden können. 

Stabilisation. Ein 4tägiger Aufenthalt bei Licht und 20° C zwischen 
Dunkelvernalisation und Wärmebehandlung setzt auch bei Keimlingen, 
die am Tag des Vernalisationsbeginns ausgesät worden waren, den 
Devernalisationseffekt weitgehend herab (Abb. 4c). Da aber noch bei 
21tägigen Pflanzen auch nach einer solchen Stabilisationsbehandlung 
Devernalisation in geringem Maße möglich ist, kann man annehmen, 
daß ohne den 20°-Aufenthalt die Wärmebehandlung das Blühalter 
noch weit mehr steigern würde. 

Revernalisation. Die jüngeren dunkel vernalisierten Keimlinge hatten, wie 
gesagt, die Dunkeldevernalisation nicht überstanden. Die Ergebnisse einer er- 
neuten Kältebehandlung sind daher lückenhaft. Wie aus Abb.4c ersichtlich, 
hatte Revernalisation bei 49 und mehr Tage alten Pflanzen geringe oder gar keine 
Wirkung; wie in dem vorausgehenden Versuch betrug die Zeitspanne zwischen 


dem Ende der Revernalisation und dem Sichtbarwerden der Narbe an der ersten 
Blüte niemals weniger als 14 Tage. 
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Tabelle 6. Arabidopsis thaliana, Rasse Stockholm 
Mittleres Blühalter, vom Ende der Vernalisation bzw. der Revernalisation 
. an in Tagen gerechnet (Z), in Abhängigkeit von Vernalisation bei Licht (L) oder 
Dunkelheit (D), Stabilisation, De- und Revernalisation und vom Alter der Pflanzen 
bei Beginn der (gegebenenfalls ersten) Kältebehandlung. d Tage; n Zahl der aus- 
wertbaren Pflanzen. 


























Blühalter 
nr vernalisiert vernalisiert 
(Ate ot | Vernaii- nur 4d stabilisiert, vernalisiert, 4d wärme- 
Vernalisa-| sation vernalisiert 4d wärme- 4d wärme- behandelt, 
tions- behandelt behandelt 40d revernalisiert 
beginn) 
z n | (4-2)? z n | Z(&-x)° z n |y(#2)) & n |S (8-2)? 
12. 5. 58 | 40d L | 13,5 |10| 295 19,2 |10 36 
(91d) 40d D | 15,5 |10| 187 | 19,9 |10 79 17,1 | 10 53 | 16,4 | 10 7 
26. 5. 58 | 40d L | 22,0 |10 36 19,4 |10 21 
(77d) 40d D | 18,9 |10 99 | 22,4 |10 4 19,9 |10 7 19,5 |10| 97 
9.6.58 | 20d D | 34,7 | 9| 186 | 37,7 |10 278 27,1 |10 13 17,7 |10| 23 
(63d) 40dL | 21,1 |10 13 23,3 |10| 101 
40d D | 22,6 |10 25 | 21,9 |10 5 21,0 | 10 10 | 17,0 | 8! 20 
23. 6. 58 | 20d L | 35,1 |10| 899 44,9 | 8| 381 
(49d) 20dD | 32,0 | 9| 171 32,4| 8| 156 | 22,5 | 8| 158 
40d L | 21,7 |10 13 23,3 |10| 213 
40d D | 23,3 |10| 159 | 21,2 | 6 9 20,6 | 9 2 15,8 |10| 76 
60d L | 16,2 110 10 18,0 | 10 4 
60d D | 18,0 |10| 192 | 22,0 | 9 63 20,9 | 9 61 14,1 |10| 57 
7.7.58 | 40d L | 28,2 |10| 142 36,0 | 2 18 


(35d) | 40d D | 43,8 |10| 612 | 44,4 | 5 105 





21.7. 58 | 40d L | 34,5 |10 69 
(21d) |40d4D | 41,9 | 7| 141 | 51,3 | 3 149 














4.8.58 | 40d L | 53,1 |20 | 1068 57,0 | 1| — 
(7d) 40d D | 67,01| 4| 342 | 70,3 |11| 1019 
11.8. 58 | 20d L | 60,8 |20 | 1645 87,5 | 2] 85 
(0d) 20d D | 46,0 |19| 400 | 81,2 |20| 1613 | 124,00} 1) — 
40d L | 29,2 | 20 23 43,7 |20| 77 
40d D | 34,5 |20 25 | 43,0 | 1 — 80,0 | 1] — 
60d L | 25,9 |20 34 30,9 |20| 96 
60d D | 29,1 |20 17 | 36,82| 18 82 28,3 | 3 9 



































1 Ohne 1 Trotzer. 2 Ohne 2 Trotzer. 


Zahl der Blätter. Die diesbezüglichen Befunde bieten nichts, was über das 
schon auf S. 418 Gesagte hinausginge, weshalb auch auf eine tabellarische Wieder- 
gabe verzichtet werden kann. 

y) Variation der Vernalisationsdauer. Bei Keimlingen, die am Tag 
des Vernalisationsbeginns ausgesät worden waren, war die Möglichkeit 
der Devernalisation um so geringer, je länger die Kältebehandlung 
gewährt hatte. Auch nach einer Vernalisation von nur 20tägiger Dauer 
ist Devernalisation (bei Dunkelheit) nur noch in beschränktem Maße 
oder überhaupt nicht mehr möglich, wenn die Pflanzen bei Beginn der 
Kältebehandlung- bereits ein Alter von einigen Wochen erreicht haben. 
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Es überrascht, daß nach 20tägiger Dunkelvernalisation (vom Aussaattage an) 
das Blühalter geringer war als nach einer ebenso langen Kälteexposition bei Licht 
(P<.0,0002). Die Ursache für diese Erscheinung ist noch unklar. Möglicherweise 
spielt hierbei eine Rolle, daß bei geringerer Dauer der Kältebehandlung das Tempe- 
raturoptimum der Vernalisation höher liegt als bei längerer Dauer und daß in 
diesem Versuch die durchschnittliche Temperatur bei der Dunkelvernalisation 
etwas höher lag als bei der Lichtvernalisation (vgl. aber Anm. 1, S. 414). 


II. Besprechung der Ergebnisse 

Das bemerkenswerteste Ergebnis der drei letzten mit der Arabidopsis- 
Rasse Stockholm durchgeführten Versuche über die Abhängigkeit des 
Vernalisationseffekts vom Alter der Pflanzen zu Beginn der Kälte- 
behandlung besteht darin, daß die Pflanzen eine Phase besonders 
geringer Vernalisierbarkeit bereits im Alter von 2—7 Tagen durchliefen 
(Abb. 2b, 3 und 4), wogegen in den früheren (Hohenheimer) Versuchen 
das Minimum der Vernalisationsbereitschaft bei etwa 45 Tage alten 
Pflanzen festgestellt worden war (Abb. 2a). Die Gründe für dieses 
unterschiedliche Verhalten bleiben zunächst noch unbekannt. Von vorn- 
herein lag es nahe, unterschiedliche Lichtbedingungen vor, während 
und nach der Vernalisation (Tabelle 4) verantwortlich zu machen. Der 
letzte Versuch (Abb.4a) zeigt deutlich, daß Licht und Dunkelheit 
während der Vernalisation allenfalls das Ausmaß der Vernalisation 
modifizieren können, nicht aber den Zeitpunkt geringster Vernalisierbar- 
keit bestimmen!. 

Daß winterannuelle Arabidopsis-Pflanzen überhaupt eine Periode 
geringerer Vernalisierbarkeit durchlaufen, hatte Anlaß zu verschiedenen 
Deutungsversuchen gegeben (vgl. Napr-Zınn 1957b, S. 390f.). So ist 
z. B. mit der Möglichkeit zu rechnen, daß ein Blüh-Hemmstoff gebildet 
wird, der von dem Zeitpunkt geringster Vernalisationsbereitschaft an 
rascher unwirksam wird, als neuer Hemmstoff entsteht. Die hier 
geschilderten Versuche geben jedoch keinen Hinweis auf das Zutreffen 
dieser Hypothese. 

Eine andere interpretation geht von der Vorstellung aus, daß der 
VernalisationsprozeB thermolabile und thermostabile Zwischenstufen 
durchlaufe und sich in der Phase geringerer Vernalisierbarkeit gerade 
in einem thermostabilen Stadium befinde, welchem thermolabile Stadien 
vorausgehen und folgen. Eine Kältebehandlung (die jener Vorstellung 
zufolge nur dem Schutz thermolabiler Stufen zu dienen hätte) würde 
in diesem Augenblick, d.h. in einem thermostabilen Stadium, den 

1 In dieser Hinsicht liegen die Dinge anders bei Wintergetreiden: Der in Abb. 1c 
wiedergegebenen Kurve liegt ein Versuch zugrunde, in dem die Vernalisation bei 
Dauerlicht erfolgt war. Wird dagegen Winterroggen bei Dunkelheit vernalisiert, 
wie es in noch unveröffentlichten Versuchen von GoTT und FRIEND geschah (vgl. 


Purvis, im Druck), so ergibt sich eine Beziehung zwischen Alter und Vernalisations- 
effekt, die oberflächlich den Kurven der Abb. 2a entspricht. 
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weiteren Ablauf des Prozesses nur behindern. Eine verlängerte Kälte- 
behandlung würde in diesem Falle das Blühalter nicht viel stärker herab- 
“ setzen als eine kurze. Im Hinblick hierauf war in einigen Versuchen bei 
Pflanzen verschiedenen Alters die Vernalisationsdauer variiert worden, 
leider aber — wie sich jeweils hinterher zeigte — niemals in dem kritischen 
Zeitpunkt der geringsten Vernalisationsbereitschaft, so daß ein derartiger 
Hinweis auf die Richtigkeit auch dieser Hypothese noch aussteht. 

Gleichfalls von größerem Interesse sind die Beobachtungen über 
die Möglichkeit der Devernalisation von Pflanzen verschiedenen Alters 
nach Licht- und Dunkelvernalisation. Ein Höchstmaß von Devernalisa- 
tion wurde durch eine 4tägige 30°-Behandlung bei Pflanzen erzielt, die 
kurz vor Beginn der Kältebehandlung ausgesät und bei Dunkelheit 
vernalisiert worden waren (vgl. auch frühere Versuche: NAPP-ZINN 
1957c). Das Ausmaß der Devernalisation war in der Regel wesentlich 
geringer, wenn die Pflanzen bei Licht vernalisiert worden oder älter 
waren oder wenn zwischen Kälte- und Wärmeexposition eine Stabilisa- 
tionsbehandlung (4 Tage bei Licht und 20° C) eingeschoben worden war. 
Praktisch keine Devernalisation trat ein, wenn die Wärmebehandlung 
bei Licht stattfand! oder wenn die Pflanzen bei Beginn der Vernalisa- 
tion ein Alter von 5 oder mehr Wochen erreicht hatten. 

Bei denjenigen Pflanzen, die während der Vernalisation (bzw. 
während Vernalisation und Wärmebehandlung) Licht erhalten hatten 
oder einer Stabilisationsbehandlung ausgesetzt worden waren, liegt die 
Vermutung nahe, daß ein End- oder Zwischenprodukt des Vernalisations- 
vorganges durch Licht stabilisiert worden sei. Ob hierbei an eine photo- 
periodische Induktion zu denken ist, läßt sich einstweilen noch nicht 
sagen; dieser Frage soll nachgegangen werden, sobald noch im Bau 
befindliche Klimakammern für diese Versuche zur Verfügung stehen. 
Das Verhalten der mehr als 5 Wochen alten Pflanzen, die selbst nach 
Dunkelvernalisation auf eine Wärmebehandlung hin keine Anzeichen 
der Devernalisation erkennen ließen, erlaubt unter anderem die Deutung, 
daß hier in den Wochen vor der Vernalisation eine Substanz, vielleicht 
enzymatischer Natur, gebildet worden ist, die eine Stabilisierung von 
Vernalisationsprodukten bewirkt, sobald diese nur entstanden sind. Es 
ist aber auch denkbar, daß der zur Blühreife führende Prozeß in 
wachsendem Maße seine thermostabile Endstufe erreicht, auf je spätere 
Stadien dieses Prozesses die Kältebehandlung einwirkt. 

Andererseits ist aber (aus früher — NAarr-Zınn 1957 c — dargelegten 
Gründen) mit der Möglichkeit zu rechnen, daß das Endprodukt der 


1 Hierin zeigt sich eine Parallele zu dem Verhalten von Chrysanthemum mori- 
Jolium (Sorte Sunbeam), das durch Wärme nur bei gleichzeitigem Lichtmangel 
devernalisiert werden kann (ScHWABE 1957), eine Feststellung, die bisher völlig 
isoliert dagestanden hatte. 
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Vernalisation auch noch auf einem zweiten Wege, d. h. unter Umgehung 
der thermostabilen Zwischenstufe, entstehen kann!, daß auch in diesen 
zweiten Weg thermolabile Stadien eingefügt sind und daß bestimmte 
Teilabschnitte dieses Weges (der erst nach Überschreiten des Zeitpunktes 
geringster Vernalisierbarkeit in größerem Maße begangen würde) durch 
Licht gefördert werden. Auch hier wäre die Frage nach einem photo- 
periodischen Effekt noch offen. 


Zu klären bleibt schließlich noch, ob ältere Arabidopsis-Rosetten 
nicht doch noch bei Anwendung höherer Temperaturen (etwa 40° C) 
devernalisiert werden können, wie es bei Hyoscyamus niger (LANG 
und MELCHERS 1947) der Fall ist. 


C. Versuche mit anderen Arabidopsis-Linien 

Bei früheren Untersuchungen hatte sich gezeigt, daß sich die winter- 
annuelle Arabidopsis-Rasse Stockholm von der praktisch nicht vernali- 
sierbaren? sommerannuellen Rasse Limburg, in mehreren Genen unter- 
scheidet; jedes bei Stockholm vorliegende Allel dieser Gene bewirkt ein 
bestimmtes, relativ geringes Kältebedürfnis, und das vergleichsweise 
große Kältebedürfnis der Rasse Stockholm beruht auf dem Zusammen- 
wirken dieser verschiedenen Gene. Im Hinblick auf die Ein-Gen-ein- 
Ferment-Hypothese war die Möglichkeit diskutiert worden, daß jedes 
dieser Gene ein thermolabiles Zwischenstadium innerhalb des Vernalisa- 
tionsvorganges kontrolliere (NAPpP-ZINN 1957a). 


Die meisten F,-Familien, die aus der Kreuzung Stockholm x Limburg, 
hervorgegangen waren, unterschieden sich verständlicherweise von der 
sommerannuellen Ausgangsform in einer geringeren Zahl von Genen 
als die Rasse Stockholm. Einige von ihnen legten die Vermutung nahe, 
daß sie in bezug auf solche Gene homozygot seien (eventuell abgesehen 
von schwach wirkenden modifizierenden Genen). Unter 53 F,-Familien 
(H 31 s bis H 83 s) traf dies unter anderem für die Familien H 36 s, 
H 43 s, H 51 s und H 53 s (sowie für deren weitere Nachkommen) zu. 
Es erhob sich nun die Frage, wie sich diese weniger kältebedürftigen 
Arabidopsis-Linien hinsichtlich der Beziehung zwischen Vernalisation 
und Alter verhalten würden. Auch die offenbar genetisch recht einheit- 
liche, spät-sommerannuelle Rasse Zürich wurde in diese Versuche ein- 
bezogen. Bevor hierüber im einzelnen berichtet wird, sei ein stammbaum- 


1 Die Stoffwechselphysiologie kennt eine Reihe von Beispielen dafür, daß ver- 
schiedene Reaktionsketten zum gleichen Endprodukt führen, etwa bei der Synthese 
von Cystin und Cystein. 


2 In diesem Zusammenhang können wir davon absehen, daß sich das Blühalter 
der Rasse Limburg, ebenso wie dasjenige anderer früh-sommerannueller Arabidopsis- 
Rassen (vgl. ZENKER 1955) durch Vernalisation herabsetzen läßt, wenn die Pflanzen 
bei geringer Lichtintensität gehalten werden. 
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artiger Überblick über das verwendete Saatgut gegeben, soweit essich um 


Nachkommenschaften auseiner Kreuzung Stockholm x Limburg,handelte. 


Limburg, 
1 
Stockholm | 
10 x 3 





H31—H35 H36 H37—H42 448 H44—H50 H651 H52 H58 H54—H83 
H 802 H 294 H 158 H 303 


H402 H404 
I. Versuche mit Nachkommen der Pflanze H 53 

Unter den Pflanzen der offenbar homozygoten F,-Familien, die für 
weitere Versuche verwendet wurden, hatten die der Familie H 53 s, 
wenn sie nicht vernalisiert wurden, das höchste Blühalter; im Zusammen- 
hang hiermit stand ein relativ großes Kältebedürfnis. Mit diesen Pflan- 
zen (bzw. Nachkommen derselben) wurden die meisten Versuche durch- 
geführt; dabei wurden — ähnlich wie bei Experimenten mit der Rasse 
Stockholm — zum Teil auch Stabilisations-, De- und Revernalisations- 

behandlungen vorgenommen und die Lichtverhältnisse variiert. 


1. Hohenheimer Versuche 


Ein erster Versuch wurde gleichzeitig mit dem in der Einleitung (S. 411) 
geschilderten durchgeführt, der die Rasse Stockholm betraf. Infolge eines Miß- 
geschicks fiel die jüngste Aussaat aus; zum Ersatz wurden bei späterer Gelegenheit 
4 Aussaaten vernalisiert, die bei Beginn der Kältebehandlung 0, 1, 3 oder 7 Tage 
alt waren. Methodische Einzelheiten, soweit sie nicht schon auf §.411 und in 
Tabelle 4 mitgeteilt wurden, sind Tabelle 7 zu entnehmen. 


Tabelle 7. Ernte-, Aussaat-, Pikier- und Vernalisationsdaten der in Tabelle 8 
enthaltenen Versuchsgruppen 








‘Ten Saatgut zu sa ; Fe Vernalisationsbehandlung 
r. 
I | H53s | 13. 6. 55 5. 3.56 | 24. 3. 56 
II | H53s | 13.6.55 | 16.3.56| 4.4.56 || 18. 5.—25. 6. 56 (=38 Tage) 
III | H53s 5.5.55 | 28.3.56| 17. 4. 56 | bei +2,5+1,5°C (dunkel), 
IV | H53s 5.5.55 | 10.4.56| 27. 4. 56 |f Aufzucht vorher bei19—21,5°C, 
V | H53s | 10.5.55 | 16.4.56| 11. 5. 56 || hinterher bei 20—24°C (Maxi- 
VI | H53s | 10.5.55 | 28.4.56| 18. 7. 56 mum in der 2. Augusthälfte) 
VII | H303s | 21.8.56 | 6.12.56] 12. 2. 57 |) 13. 12. 56—17.1.57 (= 35Tage) 
VIII | H303s | 21. 8. 56 | 10. 12.56 | 12. 2. 57 || bei +2-+2°C (dunkel), Auf- 
IX | H303s | 21. 8. 56 | 12. 12. 56 | 12. 2. 57 || zucht vorher bei 18—19°C, 
X | H303s | 21. 8. 56 | 13.12. 56 | 12. 2. 57 |{ hinterher bei 13—22°C (Mini- 
mum Ende Januar, Maximum 
Ende Marz) 
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Über das Blühalter dieser Pflanzen unterrichtet Abb. 5a. Be- 
merkenswert ist vor allem, daß auch hier eine Phase geringerer Vernalisa- 
tionsbereitschaft durchlaufen wird. Während aber die gleichzeitig 
vernalisierten Stockholm-Pflanzen minimale Vernalisationsbereitschaft 
im Alter von etwa 45 Tagen zeigten, liegt im Falle der H 53 s- bzw. 
H 303 s-Pflanzen das höchste Blühalter bei solchen, die zu Beginn der 
Vernalisation erst 3—7 Tage alt waren. 
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Abb. 5. Abhängigkeit des Vernalisationseffektes vom Alter zu Beginn der Kältebehandlung 
bei der Arabidopsis-Linie H 53. a Hohenheimer Versuche (V Vernalisation 13. 12. 56 
bis 17. 1. 57 bei +2+2°C; A Vernalisation 18. 5.—25. 6. 56 bei +2,5 +1,5° C); b erster 
Kölner Versuch (Vernalisation 1. 8.—-9. 9. 57 bei +2—4°C). 
Statistische Belege s. Tabellen 8 und 9 


Ähnlich verhält es sich mit den Blattzahlen (Tabelle 8): Die Zahl 
der Stengelblätter ist bei den 3 oder 7 Tage alten! Pflanzen bei weitem 
am größten, und was die Zahl der Rosettenblätter anlangt, die nur 
bei Exemplaren der beiden jüngsten Aussaaten mit hinreichender 
Genauigkeit ermittelt werden konnte, so ist sie bei den 1 Tag alten 
Pflanzen größer (P=0,03) als bei den am Tag des Vernalisations- 
beginns ausgesäten. Für die Gesamtzahl der Blätter (1 Tag alt: 54,3; 
0 Tage alt: 44,3; P=0,015) gilt dasselbe. 


2. Erster Kölner Versuch 


Wie wir im vorausgehenden Abschnitt gesehen haben, legten die 
H 53 s-Pflanzen unter den Hohenheimer Lichtbedingungen ein Ver- 
halten an den Tag, das weitgehend dem entspricht, das die Stockholm- 


1 Vgl. Anm. 1 auf S. 417. 
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Tabelle 8. Arabidopsis thaliana, Nachkommen der Pflanze H 53 
Mittleres Blühalter, vom Ende der Vernalisation an in Tagen gerechnet (£), 
- sowie mittlere Zahl der Rosetten- (7) und der Stengelblätter (a) in Abhängigkeit 
vom Alter der Pflanzen bei Beginn der Dunkelvernalisation. n Zahl der aus- 
wertbaren Pflanzen. 









































Alter bei Blühalter Rosettenblätter Stengelblätter 
Grup- | Vernalisa- 
pen- tions- 
Nr. beginn z n 2 (&-x)! pr n |Z(Y7-v) a n | J (-—a)* 
(Tage) 
I 74 27,0 25 857 12,2 | 25 415 
II 63 28,9 27 1286 13,6 | 27 406 
III 5l 34,4 26 1520 11,3 | 26 170 
IV 38 47,8 16 1847 9,7} 15 35 
V 32 50,8 24 3382 10,4 | 24 220 
VI 21 73,4 5 5738 9,21 5 29 
VII 7 115,7 3 275 15,7| 3 11 
VIII 3 114,3 271| 15610 16,6 | 27 484 
IX 1 63,2 30 3616 |45,2|26| 2790 9,4 | 30 198 
X 0 53,2 29 2214 137,7128| 5058 6,7 | 29 238 


1 Bei Versuchsschluß (25. 6. 57) eine weitere Pflanze noch ganz vegetativ, 
zwei andere geschoßt, aber noch nicht blühend. 


Pflanzen gerade unter den Kölner Verhältnissen (Tabelle 4) zeigten. 
Man fragt sich deshalb, wie Pflanzen jener Linie unter den Kölner 
Beleuchtungsverhältnissen reagieren würden. 

Ein solcher Versuch (Vernalisation 1. 8.—9. 9. 57 — 39 Tage bei + 2—4°C) 
wurde wieder in enger Anlehnung an einen gleichzeitigen mit Stockholm-Pflanzen 
vorgenommen, der auch schon in der Einleitung (S. 412; Tabelle 3; S. 413, Anm. 1) 
besprochen wurde. Unter Hinweis hierauf können wir auf die abermalige Wieder- 
gabe eines großen Teiles der methodischen Einzelheiten verzichten und uns sogleich 
den Ergebnissen zuwenden. 

Aus Abb. 5b geht hervor, daß eine einheitliche Kältebehandlung 
bei 3 und 6 Tage alten Pflanzen das Blühalter am wenigsten herabsetzte, 
auch wenn die Aufzucht bei höherer Lichtintensität und anderer -qualität 
erfolgt war. Ein beträchtlicher Unterschied besteht freilich hinsichtlich 
der absoluten Höhe des Blühalters: In dem neuen Versuch liegen die 
Werte, zumal in der Phase geringer Vernalisationsbereitschaft, erheblich 
niedriger als bei den in Hohenheim ausgeführten Experimenten. 

Die Zahlen der Stengelblätter (Tabelle 9) weisen in dieselbe Richtung 
wie die Angaben über das Blühalter: Eine Höchstzahl von Blättern 
produzierten die 6 Tage alten Pflanzen; im übrigen ist die Zahl der 
Stengelblätter (wie in vielen anderen hier geschilderten Versuchen) 
ungefähr proportional der Summe der Tage, die die Pflanzen vor und — 
bis zur Blütenentfaltung — nach der Vernalisation bei etwa 20°C 
verbrachten. 

Auch in manchen Versuchen mit Nachkommen der Pflanze H 53 
wurde verschiedentlich bei Pflanzen gleichen Alters die Dauer der 
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Tabelle 9. Arabidopsis thaliana, Nachkommen der Pflanzen H 53 
Mittleres Blühalter in Tagen (Z) und mittlere Zahl der Stengelblätter (a) in 
Abhängigkeit vom Alter der Pflanzen bei Beginn der Vernalisation. n Zahl der 
auswertbaren Pflanzen. 





4 lter het Blühalter Stengelblätter 
Grup- Ernte- Aussaat- ernali- 
pen- | Saatgut sations- 

Nr. datum datum beginn u n |y(8-2) 
(Tage) 





CT 
3 


2 (a-a)* 





I | H404s | 7. 2. 57 | 27. 6.57 35 39,8 |30| 794 |10,9|30| 57 
II | H404s | 7.2.57] 4.7.57 28 43,0117| 978 | 9,9|17| 28 
III | H404s | 7.2.57 | 11.7.57 21 43,1} 9| 211 | 7,8| 9| 16 
IV | H404s | 7.2.57 | 18.7.57 14 52,8|17| 659 |10,1|17| 64 
V | H404s | 31. 1. 57 | 26. 7. 57 6 71,7| 3) 819 [1103| 3| 0,7 
VI | H404s | 31. 1. 57 | 29. 7. 57 3 72,8 | 14| 1067 | 9,3]14| 50 


56.1117 | 2953 | 5,9 | 17 | 108 
vir: | H402s | 28. 1.57 | 1.8. 57 0 { hs) Talea ie 


1 Untere Zeile mit, obere ohne 3 Trotzer, die erst am 14. 12. 57 blühten. 
































Kältebehandlung abgestuft. Der hier in Rede stehende Versuch ist 
der einzige, bei dem dies in der entscheidenden Zeit geringster Vernalisa- 
tionsbereitschaft geschah. Über die Dauer der Kältebehandlung bei 
den einzelnen Versuchsgliedern und über die Ergebnisse unterrichtet 
Tabelle 10. Sie zeigt, daß auch in der Phase geringster Vernalisierbarkeit 
eine Verlängerung der Kälteexposition eine Verminderung des Blüh- 
alters zur Folge hat. Dabei ist aber zu beachten, daß z. B. bei 3 Tage 
alten Pflanzen (also zur Zeit geringer Vernalisationsbereitschaft) eine 
70tägige Kältebehandlung denselben Effekt hatte, den man bei 21 Tage 
alten Exemplaren bereits durch eine 39tägige Kältebehandlung erzielen 
konnte. Wir werden später hierauf noch zurückkommen. 


Tabelle 10. Arabidopsis thaliana, Nachkommen der Pflanze H 53 
Mittleres Blühalter in Tagen, vom Ende der Vernalisation ab gerechnet (2), 
sowie mittlere Zahl der Rosetten- (7) und der Stengelblätter (@) bei 3 Tage vor 
Beginn der Vernalisation ausgesäten Pflanzen in Abhängigkeit von der Dauer der 
Kälteexposition. n Zahl der auswertbaren Pflanzen. 












































2 Blühalter | ‚Rosetten- Stengel- 
Saatgut pane Veenalinntion (Tage) Zur Pani re ed 
& |Z&-x)*l 9 |EW-vW)) @ |S G-a)* 
H402s | 7.2.57 |1.8.— 2. 9.57 (32) | 10. 10. 57 | 12 |88,8| 4111 11,9 | 31 
H404s | 31. 1.57 |1.8.— 9. 9.57 (39) | 9. 10.57 | 14 | 72,8 | 1067 9,3 | 50 
H402s | 7.2. 57 | 1.8.—10.10.57 (70) | 31. 10. 57 | 15 142,8! 287 |14,7| 106 | 3,4 | 25,6 
H402s | 7.2.57 | 1. 8.—28. 10.57 (88) | 14. 11. 57 | 23 |30,6| 394 [11,5 54 | 3,21 7,32 
H402s 7. 2.57 11.8.— 6.11.57 (97) | 22.11.57] 40 |29,2| 291 8,5 94 3,1 | 14 


3. Vernalisation, De- und Revernalisation bei Licht 


Auch parallel zu dem zweiten Kölner Versuch mit der Rasse Stockholm (Ab- 
schnitt B/I, 1, S. 414) wurde ein solcher mit Nachkommen der Pflanze H 53 durch- 
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geführt. Die hierzu benutzten Samen — H 303 s, — waren am 30.9.57 geerntet wor- 
den. Im übrigen galt auch hier die auf S. 414/415 geschilderte Versuchsanordnung. 

Das Blühalter der einzelnen Versuchsglieder ist in Abb. 6 graphisch 
dargestellt. Die zugehörigen statistischen Belege sowie die Angaben 
über die Zahl der Rosetten- und der Stengelblätter sind in Tabelle 11 
enthalten. Verschiedene Pflanzen der 3 ältesten Aussaaten waren schon 
vor Beginn der Vernalisation geschoßt oder hatten sogar vor oder 
während der Vernalisation die ersten Blüten entfaltet; diese Pflanzen 
blieben bei der Auswertung der 
Ergebnisse außer Betracht. 

Im wesentlichen stimmen die 
Ergebnisse mit den gleichzeitig 
bei Stockholm erhaltenen überein: 
Das höchste Blühalter, also den 
geringsten Vernalisationseffekt, 
wiesen diejenigen Pflanzen auf, 
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Differenz gegenüber den vom Aus- Abb. 6. Arabidopsis thaliana, Linie H 53. 


er Vernalisation, De- und Revernalisation bei 
saattag ab vernalisierten Pflanzen Licht in Beziehung zum Alter der Pflanzen 


bei Beginn der Kältebehandlung. A 40 Tage 
vernalisiert (+2° C); A 40 Tage vernali- 
siert, dann 4 Tage wärmebehandelt (30° C); 
V 40 Tage vernalisiert, dann 4 Tage wärme- 
behandelt und anschließend 40 Tage revernali- 
siert ( + 2°C). Statistische Belege s. Tabelle 11 


gilt P= 0,005); im ganzen liegen 
allerdings die Blühalter-Werte 
bei bis zu 40 Tage alten Pflanzen 
etwas höher als bei gleichaltrigen 





Stockholm-Pflanzen. Übereinstim- 

mung mit diesen besteht aber darin, daß bei Licht vernalisierte 
H 303s,-Pflanzen durch eine gleichfalls bei Licht erfolgende 4tägige 
30°-Behandlung praktisch nicht devernalisiert werden konnten. Auch 
im vorliegenden Falle war eine Stabilisationsbehandlung ziemlich 
bedeutungslos, und das Blühalter wurde durch Revernalisation noch 
weiter herabgesetzt. Schließlich gilt auch für die Blattzahlen und für 
die Gruppen mit abweichender Vernalisationsdauer dasselbe wie für 
Stockholm. — 50 unvernalisierte H 303s,-Pflanzen, ausgesät am 31.10.57, 
blühten durchschnittlich 101,5 Tage nach der Aussaat. 


4. Vernalisation bei Licht und Dunkelheit, Devernalisation im Dunkeln 
und Revernalisation bei Licht 


Der nächste Versuch lief wieder gleichzeitig mit einem entsprechenden Stock- 
holm-Versuch ab, auf dessen Methode (S. 418/419) deshalb auch verwiesen sei. 
Methodische Unterschiede bestehen allein darin, daß H 303 s,-Samen der Ernte 
vom 30. 9. 57 (vereinzelt, nämlich für manche Gruppen der letzten Aussaat, auch 
solche der Ernte vom 10. 10. 57) verwendet wurden, daß die Aussaaten am 12. 5., 
26. 5., 9. 6., 16. 6., 19. 6. und 23. 6. 58 erfolgten und die Keimlinge der drei ersten 
Aussaaten am 27.5., 9.6. und 23. 6. 58, die der übrigen, sobald zweckmäßig, 
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Tabelle 11. Arabidopsis thaliana, Nachkommen der Pflanze H 53 
Mittleres Blühalter, vom Ende der Vernalisation bzw. der Revernalisation 
an in Tagen gerechnet (Z), mittlere Zahl der Rosettenblätter (7) und der Stengel- 
blätter (&) in Abhängigkeit von Vernalisation, Stabilisation, De- und Revernalisa- 
tion bei Licht und vom Alter der Pflanzen bei Beginn der (gegebenenfalls ersten) 
Kältebehandlung. d Tage; n Zahl der auswertbaren Pflanzen. 










































































— Blühalter Rosettenblätter | Stengelblätter 
Lens Behandlung 
tions- z n |>(i—z) 7 n |Z(—4v)l a n |X (G-a)? 
beginn) 
7.11.57 | 40d 2° 21,0! 5 160 11,6) 5| 53 
(90d) 40d 2°, 4d 20°, 4d 30° |28,0| 2 18 13,5| 2 4,5 
40d 2°, 4d 30° 23,4| 5 310 9,31 3| 25 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 119,2 | 17 290 12,1|12| 99 
14. 11. 57 | 40d 2° 21,2! 6 45 12,8| 6 3 
(83d) 40d 2°, 4d 30° 32,7 | 10 613 12,0! 3 8 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 115,1 | 10 7 12,4] 7 18 
22.11.57 | 40d 2° 23,0) 4 82 10,3! 4] 31 
(75d) 40d 2°, 4d 30° 24,6) 9 60 12,8} 8| 36 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 115,7 | 10 23 13,0| 9 18 
29.11.57 | 40d 2° 23,2 | 10 802 10,9! 9! 67 
(68d) 40d 2°, 4d 30° 23,6 | 10 145 12,3| 9] 119 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 116,4] 9 22 14,1} 9} 21 
9.12.57 | 40d 2° 20,4 | 10 65 11,3 | 10 23 
(58d) 40d 2°, 4d 30° 21,8 |10 170 10,910! 27 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2 |16,6| 5| 27 10,7| 3| 07 
17. 12.57 | 40d 2° 26,2 | 10 132 11,2110! 12 
(50d) 40d 2°, 4d 30° 23,5 | 10 19 11,210 8 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 122,6 | 7 154 12,7] 6 6 
25. 12.57 | 40d 2° 31,0) 10 192 12,5110| 17 
(42d) 40d 2°, 4d 30° 33,5 | 10 409 8,6|10| 17 
3.1.58 | 404 2° 37,2 | 10 128 11,4|10 4,5 
(33d) 40d 2°, 4d 30° 34,5 | 10 45 11,0;10} 30 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |22 1 — 3 1 —- 
13. 1.58 | 20d 2° 61,0110! 2348 12,9 110! 25 
(23d) 20d 2°, 4d 30° 76,3 | 8| 7562 123 | 8| 16 
20d 2°, 4d 30°, 40d 2° 129,0 | 10 22 7,9110] 10 
40d 2° 40,1 | 10 95 10,9 | 10 5 
40d 2°, 4d 30° 47,3 | 10 217 11,0110! 20 
24. 1.58 | 40d 2° 47,1 | 20 449 153,7 | 20 594 9,2120| 42 
(12d) 40d 2°, 4d 30° 38,5 | 20 85 143,0 120 430 7,3120| 24 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 127,4 | 20 77 +118,9|20 154 3,9 | 20 10 
30. 1.58 | 20d 2° 77,820 | 1677 12,4120| 41 
(6d) 20d 2°, 4d 30° 77,2120| 2745 12,8|19| 34 
20d 2°, 4d 30°, 40d 2° 127,7 | 20 32 121,020 108 4,2120| 22 
40d 2° 44,9 | 20 398 147,8 120 | 1059 7,3120| 49 
40d 2°, 4d 30° 48,1 | 20 550 143,3120| 1386 6,9120| 87 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |24,6 | 20 35 114,5 120 75 44120| 13 
60d 2° 29,3 | 20 193 | 20,8 | 20 333 3,4|20| 27 
60d 2°, 4d 30° 34,2 | 20 98 121,6 | 20 399 4,3120| 27 
60d 2°, 4d 30°, 40d 2° [21,7 | 20 65 113,8 | 20 99 3,2120] 16 
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Tabelle 11 (Fortsetzung) 















































en Blühalter Rosettenblätter | Stengelblätter 
Be | anane 
ti w = 3) 7 71 2 a A- 2 
a —{ zZ | n|Z(4—-z}| 7% |n vv) & | n |Z(a-a) 
3.2.58 | 40d 2° 59,8 | 24 904 8,4124| 42 
(2d) 40d 2°, 4d 30° 58,9| 8 245 7,5| 8| 4 
5.2.58 | 20d 2° 73,9116| 1125 12,7 116| 22 
(Od) 20d 2°, 4d 30° 60 1 — 13 1 — 
20d 2°, 4d 30°, 40d 2° |45 1 — 26 1 — 5 1 _- 
40d 2° 52,2 | 13 902 137,1112| 1205 7,8 | 13 65 
40d 2°, 4d 20°, 4d 30° 156,6 | 23 880 132,1123| 2794 7,0123] 89 
40d 2°, 4d 30° 58,3 |12| 1191 132,2112| 1345 6,8 112! 60 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 133,8| 6 13 113,2! 6 37 3,216 2,7 
60d 2° 38,5 | 17 750 120,4117| 1574 4,6117| 52 
60d 2°, 4d 30° 43,2 | 20 382 17,6 | 20 667 4,5120| 65 
60d 2°, 4d 30°, 40d 2° 126,5 | 19 29 111,8/19 47 3,2119 2,6 


nach den verschiedenen Vernalisations-, Stabilisations-, De- und Revernalisations- 
behandlungen pikiert wurden, die, wie oben geschildert, an das Datum der letzten 
Aussaat ankniipften. Bezüglich der Resultate sei auf Abb. 7 und Tabelle 12 verwiesen. 


















































700 ar 100 T5 LYS : 
| 
| | 
A gh ce 
= | > > + 
o a> ao 
= E | e 
~ A 
& N S 4 
2 I Q 
N à à Ne 
xs iS 3 
S > à . 
à SQ à #1 
23 | | 
20 u a4 PB 
| | w 
| 
05 20 20 70 


ee ae we. UP if 
Alter bei Beginn der Vernalisation( lage) 


Abb. 7. Arabidopsis thali Linie H 53. a 40tägige Vernalisation bei Licht (A) oder 
Dunkelheit (A); b 40tägige Vernalisation bei Licht mit (A) oder ohne anschließende 
4tägige Wärmebehandlung im Dunkeln (A); c 40tägige Vernalisation bei Dunkelheit 
ohne weitere Behandlung (A), mit anschließender 4tägiger Wärmebehandlung im Dunkeln 
(4), mit anschließender 4tägiger Stabilisation bei Licht und Wärmebehandlung im Dunkeln 
(4) oder mit anschließender Wärmebehandlung im Dunkeln und erneuter 40tägiger Kälte- 
exposition bei Licht (V)in Beziehung zum Alter der Pflanzen bei Beginn der Vernalisation. 
Eingeklammerte Symbole = nach der Vernalisation gekeimte Pflanzen. Statistische Belege 
s. Tabelle 12 





40tägige Vernalisation bei Licht und Dunkelheit. Sowohl nach Licht- 
als auch nach Dunkelvernalisation war das Blühalter am höchsten bei 
Pflanzen, die am Anfang der Vernalisation 4 Tage alt waren (Abb. 7a). 
Licht und Dunkelheit beeinflußten hier den Vernalisationseffekt noch 
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Tabelle 12. Arabidopsis thaliana, Nachkommen der Pflanze H 53 
Mittleres Blühalter, vom Ende der Vernalisation bzw. der Revernalisation 
an in Tagen gerechnet (Z), in Abhängigkeit von Vernalisation bei Licht (L) oder 
Dunkelheit (D), Stabilisation, De- und Revernalisation sowie vom Alter der 
Pflanzen bei Beginn der (gegebenenfalls ersten) Kältebehandlung. d Tage; n Zahl 
der auswertbaren Pflanzen. 






































Blühalter 
a: vernalisiert vernalisiert 
( Bn Verna- nur 4d stabili-" vernalisier t, 4d wärmebehan- 
Vernali- | lisation vernalisiert siert, 4d wär- 4d wärme- delt, 40d rever- 
sations- mebehandelt behandelt nalisiert 
beginn) 
z n \Y(2-z2)] x n |Z(&-x)° z n | Z(&-x}° z n |Z(&-x)° 
12.5.58140d L 123,3 | 10 41 22,4 | 10 19 
(42d) 1404 D 1284110! 157 126,7110| 125 | 29,2 |10 334 114,6 110 2,4 
26.5.58140d L 1274110! 135 33,0 | 8 40 
(28d) |40d D 142,9] 8| 409 
9.6.58140d L 132,4] 9 50 36,0 | 9 76 
(14d) |404D [50,8!10| 400 |74,2| 5| 1996 | 52,7 | 3 0,6 
16.6.58120d L 171,7 | 13 | 2772 85,4 | 7 520 
(7d) |20dD 82,029 | 3316 71,3 | 4 25 130,3| 3 4,7 
40dL {39,1} 12 65 50,8 | 12 231 
40d D |63,8 |20 | 1089 172,3 | 18 | 2217 | 64,1 | 9 451 
60d L 126,1 | 20 90 38,8 | 6 69 
60d D |49,0 20 | 1335 173,9 | 15 | 3106 
19.6.58140d L 152,5 | 20 | 1085 53,3 | 13 748 
(4d) |404D 183,8 | 10 | 2502 
23.6.58120d L 173,5 | 30 | 3014 65 1 — 
(0d) 20d Dt 73,5 | 20 | 2041 177,3 | 18 | 1775 | 81,0 | 3 296 
77,6 | 19 | 3409 73,0 | 5 44 
404L |39,4|20| 881 41,0 |20 210 
40d D: 41,9|20| 702 ö 35,6 | 11 | 1237 
59,9 | 20 | 5483 179,0 | 17 | 8953 | 97,0 | 7| 1453 
604L 126,8 ! 20 64 30,7 | 20 109 
60d DY 43,3} 4| 113 30,1 120 | 349 
54,4 | 20 | 8657 | 75,6 | 20 | 1627 | 125,3 | 19 [40827 



































1 Obere Zeile während, untere Zeile nach der Vernalisation gekeimte Pflanzen. 


stärker als bei Stockholm. In allen Altersstufen blühten die bei Licht 
vernalisierten Pflanzen früher als die bei Dunkelheit vernalisierten. Die 
Differenz ist bei den zu Beginn der Vernalisation ausgesäten Pflanzen 
sehr gering; bei den 4 Tage alten beträgt sie rund 30 Tage und ist selbst 
noch bei 42 Tage alten Pflanzen gesichert (P = 0,0022). 

Devernalisation nach 40tägiger Lichtvernalisation (Abb. 7b). Eine 
bei Dunkelheit erfolgende 30°-Behandlung im Anschluß an eine 40tägige 
Lichtvernalisation hatte — abweichend von den gleichzeitig bei Stock- 
holm erhaltenen Ergebnissen — keine devernalisierende Wirkung bei 
0 und 4 Tage alten Pflanzen, wohl aber einen geringen Effekt bei 7 bis 
28 Tage alten. Im Gegensatz hierzu war 
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Devernalisation nach 40tägiger Dunkelvernalisation sehr wohl möglich, 
_wenn die Aussaat am Tag des Vernalisationsbeginns erfolgt war (Abb.7 c). 
Aber schon Pflanzen, die zu diesem Zeitpunkt 7 Tage alt waren, ließen 
nach Dunkelvernalisation und 30°-Behandlung keinen Devernalisations- 
effekt mehr erkennen. Eine 
Stabilisationsbehandlung ließ daher von vornherein nur bei der jüng- 
sten Aussaat einen bemerkenswerten Erfolg erwarten. Andererseits 
überrascht es, daß bei 7 und 14 Tage alten Pflanzen das Blühalter nach 
Dunkelvernalisation, 20°-Aufenthalt plus Wärmebehandlung höher war 
als ohne eine der 30°-Exposition vorausgehende Stabilisationsbehandlung. 
Die Differenz ist aber in beiden Fällen ungesichert (P = 0,06 bzw. 0,13). 
Versuchsglieder mit abweichender Vernalisationsdauer. Die vom Aus- 
saattag an bei Dunkelheit vernalisierten Samen keimten teils während, 
teils nach der Vernalisation; dies manifestierte sich auch später noch in 
der unterschiedlichen Hypocotyllänge. Beiderlei Pflanzen wurden daher 
getrennt aufgezogen und protokolliert (vgl. Tabelle 12). Es überrascht 
nicht, daß die später gekeimten in der Regel auch später blühten. Nur 
bei den von der Aussaat an 20 Tage lang vernalisierten Pflanzen spielte 
es praktisch keine Rolle, ob die Samen während oder nach der Vernalisa- 
tion gekeimt waren, ob die Kältebehandlung bei Licht oder Dunkelheit 
stattfand und ob sich ihr eine Wärmebehandlung (mit oder ohne Vor- 
schaltung eines 20°-Aufenthaltes) anschloß oder nicht. Dies gilt auch 
weitgehend für 20 Tage lang vernalisierte, 7 Tage alte Pflanzen. Nach 
60tägiger Vernalisation lagen die Ergebnisse im wesentlichen ähnlich 
wie nach 40tägiger. 


II. Versuche mit Nachkommen der Pflanze H 51 
Die Nachkommen der Pflanze H 51 haben ein etwas geringeres 























Kältebedürfnis bzw. — in unvernalisiertem Zustand — ein etwas 
Abb. 8. Arabidopsis thaliana, Linie H 51. «M/E ] ] 
Vernalisation, De- und Revernalisation = 308 | | 
bei Licht in Beziehung zum Alter der = sy FE 
Pflanzen bei Beginn der Vernalisation. Ss 20 s Son! le 
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s. Tabelle 13 u Alter bei Beginn der Vernalisation (Tage) 


niedrigeres Blühalter als die Deszendenz von H 53. H 153s-Pflanzen 
wurden auch in die beiden zuletzt geschilderten Versuche mit ein- 
bezogen. 

1. Vernalisation, De- und Revernalisation bei Licht 


Der Versuch entsprach der Anlage nach den gleichzeitigen Experimenten mit 
der Rasse Stockholm und den Nachkommen von H 53 (8.414 und 429); die 
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Tabelle 13. Arabidopsis thaliana, Nachkommen der Pflanze H 51 
Mittleres Blühalter, vom Ende der Vernalisation bzw. der Revernalisation 
an in Tagen gerechnet (2), mittlere Zahl der Rosettenblätter (7) und der Stengel- 
blätter (@) in Abhängigkeit von Vernalisation, De- und Revernalisation bei Licht 
und vom Alter der Pflanzen bei Beginn der (gegebenenfalls ersten) Kältebehand- 
lung. d Tage; n Zahl der auswertbaren Pflanzen. 










































































m, Blühalter Rosettenblätter | Stengelblätter 
Le Behandlung 
tions- z (—x)] 7 FG) a (@-a)® 
De n |Z x 7 n |[Z(y—4v a n |Z(a-a 
14. 11.57 | 40d 2° 17,0| 4] 212 7,5| 4| 11 
(83d) | 40d 2°, 4d 30° 21,3| 4] 33 10 lj — 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |10,8| 6) 29 10,4! 5| 15,3 
22.11.57 | 40d 2° 16,8} 4 5 11,8] 4| 3 
(75d) | 40d 2°, 4d 30° 17,5) 21 24,5 — | 0! — 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° | 9,7/ 10 13 10,5} 8] 10 
29.11.57 | 40d 2° 17,2/110| 120 11,2 110 | 26 
(68d) | 40d 2°, 4d 30° 16,0| 5| 42 12,8] 4] 19 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 113,910] 51 9,51 2) 4,5 
9.12.57 | 40d 2° 18,8; 9] 68 10,3} 9| 11 
(58d) | 40d 2°, 4d 30° 20,5/10| 270,5 12,3| 4| 15 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 113,0 | 10 16 12,7| 9| 37 
17.12.57 | 40d 2° 20,2|110! 96 8,7 |10 | 13 
(50d) | 40d 2°, 4d 30° 22,0; 91 58 12,3| 8| 28 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 113,3] 9| 44,3 11,0} 9| 10 
25. 12.57 | 40d 2° 21,8|10| 146 85/10| 16,5 
(42d) | 40d 2°, 4d 30° 22,910) 33 9,9|10| 37 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |15,1 | 10 17 11,0 |10 | 32 
3.1.58 | 40d 2° 18,110! 21 5,6110| 6,5 
(33d) | 40d 2°, 4d 30° 22,9110; 31 74110! 6,5 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |13,2 | 10 6 9,1!10| 13 
13. 1.58 | 40d 2° 25,8|10| 51 32,1/10] 45 4,1/10| 9 
(23d) | 40d 2°, 4d 30° 27,6110| 80,5 127,4|10| 206,5 | 3,7|10| 29 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |14,0| 8 4 23,9) 8| 117 5,0| 8| 6 
24.1.58 | 40d 2° 24,9|20 | 362 17,1/20| 198 4,2|20| 15 
(12d) | 40d 2°, 4d 30° 28,7120| 179 19,220 | 422 4,220 | 47 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° 117,2120| 27 13,020! 55 3,2120| 6 
30. 1.58 | 40d 2° 23,2|20; 79 13,120! 86 3,1 120 | 10 
(6d) 40d 2°, 4d 30° 26,5 120| 103 12,3 | 20] 132 2,9120| 8 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |18,2120| 33 92120) 49 2,6120| 5 
3.2.58 | 40d 2° 35,6| 8| 202 9,5| 8 10 24| 8| 2 
(2d) 40d 2°, 4d 30° 39,8 118 | 461 10,2|18] 50 18/18} 5 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |23,4|16| 34 7,3116| 24 2,3116| 6 
5.2.58 | 40d 2° 36,6/11| 172,8 | 89/11] 49 2,0I11| 2 
(0d) 40d 2°, 4d 30° 33,5 |11| 124,8 | 8,6) 11 54,8 | 2,3|11| 2,2 
40d 2°, 4d 30°, 40d 2° |30,9| 7 39 7,6| 7 3,8 i? 1, 1,4 


Vernalisationsdauer wurde jedoch nicht variiert. Das verwendete H 153 s-Saat- 
gut war am 10. 9. 55 geerntet worden. 
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Einen Teil der Ergebnisse dieses Versuches veranschaulicht Abb. 8; 
. die statistischen Belege findet man in Tabelle 13, die auch Auskunft 
über die Blattzahlen gibt. Im Gegensatz zu den Stockholm-Pflanzen 
und den H 53-Nachkommen blühten die unmittelbar vor der Licht- 
vernalisation ausgesäten Pflanzen am spätesten, und je älter die Pflanzen 
vor der Vernalisation geworden waren, desto eher blühten sie nach der 
Kältebehandlung. Für alle Altersstufen liegen die Blühalterwerte 
niedriger als bei gleichaltrigen Pflanzen der Rasse Stockholm und der 
H 53-Deszendenz. Wie bei diesen war eine 30°-Behandlung (gleichfalls 
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Abb. 9. Arabidopsis thali Linie H 51. a 40tägige Vernalisation bei Licht (U) oder 


Dunkelheit (3); b 40tägige Vernalisation bei Licht mit (M) oder ohne anschließende 
4tägige Wärmebehandlung im Dunkeln (0); c 40tägige Vernalisation bei Dunkelheit 
ohne weitere Behandlung (+), mit anschließender 4tägiger Wärmebehandlung im Dunkeln 
(®), mit anschließender 4tägiger Stabilisation bei Licht und Wärmebehandlung im Dun- 
keln (E) oder mit anschließender Wärmebehandlung im Dunkeln und erneuter 40tägiger 
Kälteexposition bei Licht (X) in Beziehung zum Alter der Pflanzen bei Beginn der Vernali- 
sation. Eingeklammerte Symbole = nach der Vernalisation gekeimte Pflanzen. Statisti- 
sche Belege s. Tabelle 14 


bei Licht) praktisch wirkungslos, und durch erneute Kälteexposition 
wurde das Blühalter noch weiter herabgesetzt. — 50 unvernalisierte 
Exemplare blühten im Mittel 89,1 Tage nach der Aussaat. 


2. Vernalisation bei Licht und Dunkelheit, Devernalisation im Dunkeln 
und Revernalisation bei Licht 


Hinsichtlich der Methodik sei wieder auf entsprechende Versuche mit Stock- 
holm-Pflanzen bzw. H 53-Nachkommen verwiesen. Als Saatgut wurden im 
August/September 1955 geerntete H 153 s-Samen benutzt. 


Die Resultate gehen aus Abb. 9 und der zugehörigen Tabelle 14 
hervor. Wie bei Stockholm-Pflanzen und Nachkommen der Pflanze H 53 
machen sich Licht und Dunkelheit während der Kältebehandlung im 
späteren Verhalten der Pflanzen deutlich bemerkbar: Individuen, die 
bei Vernalisationsbeginn 0—28 Tage alt waren, blühten nach Dunkel- 
vernalisation 8—14 Tage später als nach Lichtvernalisation. Erst bei 
42 Tage alten Pflanzen ergab sich kein nennenswerter Unterschied mehr. 
Im ganzen betrachtet, nahm das Blühalter der bei Licht vernalisierten 
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Tabelle 14. Arabidopsis thaliana, Nachkommen der Pflanze H 51 


Mittleres Blühalter, vom Ende der Vernalisation bzw. der Revernalisation 
an in Tagen gerechnet (#), in Abhängigkeit von Vernalisation bei Licht (L) oder 
Dunkelheit (D), Stabilisation, De- und Revernalisation und vom Alter der Pflanzen 
bei Beginn der (gegebenenfalls ersten) Kältebehandlung. d Tage; n Zahl der 
auswertbaren Pflanzen. 

















Blühalter 
= t < vernalisiert vernalisiert 
(Alter bei Vernali- nur 4d stabilisiert, vernalisiert, 4d wärmebe- 
Vernalisa-| sation vernalisiert 4d wärme- d wärme- handelt, 40d re- 
tions- behandelt behandelt vernalisiert 
beginn) 
z n |Z(&-x*l £ n |Y(&-2) = n |Y(2-2)] & n |Z(&-x)° 
12.5.58| 40aL Jıs#lıo| 13 189! 9| 5 | 
(42d) 40dD |19,9|10 83 119,410 35 118,8 |10 32 113,7| 6 9,5 
26.5.58 | 40dL |19,5/10| 59 21,3 | 10 | 
| 


(28d) | 404 D |29,1| 8| 165 





9.6.58 | 40dL [21,6/10| 99 |248]10| 46 122,0 |10 8 [14,510] 30,5 
(14d) 404 D 132,5! 4| 75 145,0| 7! 166 139,5] 2 5 


















































16.6.58 | 40d4L 125,2|20| 136 29,020! 167 
(7d) 404 D 139,2120| 993 142,3|119| 898 144,5] 6| 304 122,5| 2| 0,5 
19.6.58 | 40dL 122,7|20| 43 27,3 | 20 61 
(4d) 404 D |36,9120| 832 |44,7| 3| 181 |39,7| 6| 164 |22,0| 4| 14 
23.6.58 | 40dL I23,1/17| 31 29,4 | 20 | 1189 
(0d) 40a D: 31,9}15| 67 38 1} — 124,2|12| 156 
44,8| 9| 604 |60,0| 4| 254 


1 Obere Zeile während, untere Zeile nach der Vernalisation gekeimte Pflanzen. 


Pflanzen mit zunehmendem Alter bei Vernalisationsbeginn geringfügig 
ab, weniger jedenfalls als im vorausgehenden Versuch, so daß ent- 
sprechende Kurve in Abb. 9 einen recht flachen Verlauf nimmt, wie wir 
ihn ähnlich bereits bei einer Winterweizensorte (Abb. 1c) kennengelernt 
haben. Unter den dunkel vernalisierten Pflanzen blühten die 7 Tage 
alten zuletzt. Ein 4tägiger Aufenthalt bei 30° und Dunkelheit hatte 
nur bei den jüngeren Aussaaten nach Dunkel- wie nach Lichtvernalisation 
eine leichte Verzögerung des Blühens zur Folge, die vollends zu ver- 
nachlässigen ist, wenn man die Differenz um die Dauer der 30°-Behand- 
lung vermindert. 


III. Versuche mit Nachkommen der Pflanzen H 36 und H 43 
Bei den Pflanzen H 36 und H 43 sowie ihren Nachkommenschaften 
ist das Kältebedürfnis nur schwach ausgeprägt (vgl. Narr-Zınn 1957a). 
Hinsichtlich des Blühalters herrscht zwischen beiden Linien weitgehende 
Übereinstimmung, weshalb sie hier zusammen besprochen werden. Sie 
spielten vor allem bei den 1956/57 durchgeführten Versuchen eine 
größere Rolle. 
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1. Hohenheimer Versuche 


Für den ersten Versuch wurden H 36 s-Samen (geerntet am 5. und 12. 3. 55) 
und H 43s-Samen (Ernte vom 28. 3. 55) am 5. 3., 16. 3., 10. 4. und 16. 4. 56 
ausgesät. Die Keimung trat bei den vier ersten Gruppen wie üblich 3 Tage später 
ein, bei der letzten während der Vernalisation. Die Keimlinge der beiden ersten 
Aussaaten wurden am 24. 3. bzw. 4. 4., die der übrigen nach der Vernalisation 
am 2.6.56 pikiert. Die Aufzucht erfolgte unter den weiter oben (S. 413) ge- 
schilderten Hohenheimer Verhältnissen, die Vernalisation in der Zeit vom 16. 4. 
bis 16. 5. 56 (=30 Tage) bei Dunkelheit und + 1—5°C. Während der Kälte- 
exposition gingen alle H 36 s-Pflanzen der Aussaat vom 28. 3. 56 (= Gruppe III A) 
und die meisten am selben Tage ausgesäten H 43 s-Pflanzen (= Gruppe III B) zu- 
grunde. Die Temperatur betrug vor der Kältebehandlung 19—21,5° C, nach der 
Kältebehandlung 20—22,5° C. 


Tabelle 15. Arabidopsis thaliana, H 36 s- und H 43 s- Pflanzen 
Mittleres Blühalter, vom Ende der Vernalisation an in Tagen gerechnet (2), 
sowie mittlere Zahl der Rosetten- (5) und der Stengelblätter (&) in Abhängigkeit 
vom Alter der Pflanzen bei Beginn der Dunkelvernalisation. n Zahl der auswert- 
baren Pflanzen. 





























; Ale Kat Blühalter Rosettenblätter Stengelblätter 
4 Vernalisa- ar 
Nr. Jess 2 |za-»| 7 |r@-w| a |z@-ar 
H36s-Pflanzen 
IA 42 30 14,5 698 6,5 69,5 
IIA 31 14 24,3 252 4,3 42 
IVA 6 30 33,7 365 14,3 170 2,9 18 
VA 0 30 31,0 183 11,7 59 3,4 9,5 
H43s-Pflanzen 
IB 42 30 17,2 1209 7,9 | 252 
IIB 31 24 29,0 636 4,4 36 
IIIB 19 12 30,4 45 13,9 185 3,3 9 
IVB 6 29 30,3 192 12,8 85 2,9 22 
VB 0 28 30,9 131 11,3 70 2,9 8,7 











Die Resultate sind teils Abb. 10, teils Tabelle 15 zu entnehmen, die 
auch die statistischen Belege enthält. Beachtung verdient vor allem, 
daß die 0—31 Tage alten H 43s-Pflanzen nahezu gleichzeitig ihre Blüten 
entfalteten, nämlich durchschnittlich 29—31 Tage nach Beendigung der 
Vernalisation. Eigentümlich ist dabei der geringfügige Anstieg der 
Blattzahlen mit zunehmender Gesamtdauer des 20°- Aufenthaltes. — 
Erst die bei Vernalisationsbeginn 42 Tage alten Pflanzen, die sich auch 
ohne Kältebehandlung bald zur Blütenbildung angeschickt hätten, 
blühten wesentlich früher. 

Bei den H 36 s-Pflanzen liegen die Dinge nicht viel anders. Die 
kleine Blühalterdifferenz zwischen 0 und 6 Tage alten Pflanzen (Grup- 
pen IVA und V A) ist zwar gesichert (P=0,0011), doch wird man ihr 
kaum größere Bedeutung beimessen dürfen. 
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Ein zweiter, gleichfalls noch in Hohenheim durchgeführter Versuch umfaßte 
nur solche Pflanzen, die bei Beginn der Kältebehandlung bis zu 7 Tage alt waren. 
Als Saatgut fanden H 302 s-Samen (geerntet am 20. 7. 56) und H 43 s,-Samen 
(geerntet am 17. 7. 56) Verwendung. Aussaaten erfolgten wie in einem gleich- 
zeitigen Versuch mit Nachkommen der Pflanze H 53 (H 303 s) am 6., 10., 12. 
und 13. 12. 56; die Keimlinge der ersten Aussaat gingen leider größtenteils vor- 
zeitig ein. Die Kältebehandlung fand vom 13. 12. 56 — 17. 1. 57 statt und währte 
somit 35 Tage. Die Aufzuchttemperatur betrug in den wenigen Tagen vor der 
Vernalisation 18—19° C; nach der Vernalisation sank sie von anfangs 18°C bis 
zum 30. 1. 57 auf 13°C ab und stieg dann wieder bis Anfang März allmählich 
auf 21°C an. Alle Pflanzen wurden am 12. 2. 57 pikiert. 


Die Ergebnisse veranschaulichen Abb. 10 und Tabelle 16. Die Pflan- 
zen blühten im allgemeinen um so später, je älter sie bei Beginn der 
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Abb. 10. Arabidopsis thali Linien H 36 und H 43 sowie Rasse Zürich. Abhängigkeit 
des Vernalisationseffektes vom Alter der Pflanzen bei Vernalisationsbeginn. © Erster 
Hohenheimer Versuch (Vernalisation 16. 4.—16. 5. 56 bei +1—5°C und Dunkelheit); 
A zweiter Hohenheimer Versuch (Vernalisation 13. 12. 56—17. 1. 57 bei +2+2°C 
und Dunkelheit); U) erster Kölner Versuch (Vernalisation 1. 8.—9. 9.57 bei +2—4°C 
und Licht; vgl. Anmerkung 1, S. 413); V zweiter Kölner Versuch (Vernalisation 5. 2. bis 
17. 3. 58 bei etwa +2°C und Licht). Statistische Belege zum Teilin Tabellen 15 und 16 
sowie bei Napp-Zınn 1957d, S. 124 



































Kältebehandlung waren. (Für die Differenz zwischen den Gruppen II A 
und IV A gilt P< 0,0002, desgleichen für jene zwischen II B und IV B.) 
Die Abweichung von dem Resultat des vorausgehenden Versuches wird 
nicht zuletzt auf der unterschiedlichen Aufzuchttemperatur beruhen. 
Das Verhalten der hier untersuchten Pflanzen hinsichtlich der Blüten- 
bildung wäre dann vielleicht in dem Sinne zu verstehen, daß mit zu- 
nehmendem Alter bei Vernalisationsbeginn in steigendem Maße Anti- 
vernalisation eintritt, wenn vor der Kältebehandlung eine höhere 
Temperatur herrscht als hinterher. 


2. Kölner Versuche 


Parallel zu den beiden ersten Kölner Versuchen mit der Rasse Stock- 
holm (S. 411, 414f.) liefen auch wieder solche mit den Linien H 36 und 
H 43. Da die Ergebnisse nicht viel grundsätzlich Neues bieten, können 
wir uns hier kurz fassen. Blieb in dem ersten Hohenheimer Versuch 
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Tabelle 16. Arabidopsis thaliana, Nachkommen der Pflanzen H 36 und H 43 

Mittleres Blühalter, vom Ende der Vernalisation an in Tagen gerechnet (2), 
und mittlere Zahl der Rosetten- (7) und der Stengelblätter (@) in Abhängigkeit 
vom Alter der Pflanzen bei Beginn der Dunkelvernalisation. x Zahl der auswert- 
baren Pflanzen. 



































: Alderibei Blühalter Rosettenblätter Stengelblätter 
ze Vernalisa- ” 
Nr. pera 2 \za-» | 7 |>@-v | a | @a) 
H36-Nachkommen 
IA 7 2 49,0 18 17,5 0,5 | 3,0 0,0 
IIA 3 29 42,4 269 14,8 247 3,2 26,1 
III A 1 30 36,8 264 12,1 131 2,1 14,3 
IVA 0 30 37,1 505 11,7 114 2,7 13,3 
H43-Nachkommen 
IIB 3 30 38,9 256 15,9 224 3,5 13,5 
IIIB 1 30 34,8 172 12,1 85 3,1 18,7 
IVB 0 30 34,6 244 10,0 133 2,7 8,3 





(S. 437) bei einer Anzuchtdauer (vor der Vernalisation) bis zu 31 Tagen 
das Blühalter, vom Ende der Kältebehandlung ab gerechnet, nahezu 
gleich, um erst bei noch älteren Pflanzen stark abzusinken, so fiel das 
Blühalter dieses Mal von Anfang an ab (vorausgesetzt, daß in allen 
Versuchsgruppen Keimung und Jugendentwicklung gleichmäßig erfolgten 
und nicht durch Trockenheit, Blaualgen- oder Pilzbefall verzögert 
wurden), ein Effekt, der mit der Beleuchtung während der Vernalisation 
zusammenhängen könnte. Im Hinblick auf das ohnehin nur geringe 
Kältebedürfnis dieser Linien wird sich die Fortsetzung der Versuche 
mit H 36- und H 43-Nachkommenschaften erst lohnen, wenn die hin- 
reichend exakte Einhaltung der Kulturbedingungen durch Klima- 
kammern erleichtert wird. 


IV. Versuche mit der Rasse Zürich 

Bei der Arabidopsis-Rasse Zürich handelt es sich um Pflanzen, die 
man als spät-sommerannuell bezeichnen kann. Unvernalisiert verhalten 
sie sich unter bestimmten Bedingungen ähnlich wie H 43 s-Pflanzen, 
und durch eine 30tägige Kältebehandlung kann ihr Blühalter demjenigen 
früh-sommerannueller, nicht-kältebedürftiger Arabidopsis-Formen weit- 
gehend angeglichen werden. — Über einen Hohenheimer Vernalisations- 
versuch mit verschieden alten Zürich-Pflanzen war bereits in anderem 
Zusammenhang, nämlich im Hinblick auf die hierbei eingetretene Modi- 
fikation des Bereicherungsverhaltens, berichtet worden (NAPP-ZINN 
1957d). Dieser Versuch war in derselben Weise durchgeführt worden 
wie der gleichzeitige mit H 36s- und H 43 s-Pflanzen (Vernalisation 
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vom 16. 4.—16. 5. 56). Die schon früher (a. a. O., S. 124) mitgeteilten 
Ergebnisse lassen sich dahingehend zusammenfassen, daß im Vernalisa- 
tionsverhalten große Ähnlichkeit mit der Linie H 43 besteht. Dies gilt 
auch für einen Kölner Versuch mit Zürich-Pflanzen (Vernalisation vom 
1. 8.—9. 9. 57). 


V. Besprechung der Ergebnisse 

Die mit Pflanzen der Rasse Stockholm erzielten Resultate wurden 
bereits auf S. 422ff. besprochen. Dabei wurde unter anderem die Mög- 
lichkeit diskutiert, daß in den Vernalisationsprozeß ein thermostabiles 
Stadium eingeschaltet sei, dem thermolabile Stadien vorausgehen und 
folgen. Eine während der thermostabilen Phase erfolgende Kälte- 
exposition, die normalerweise den Durchgang durch thermolabile Stadien 
zu erleichtern hätte, würde dann den weiteren Ablauf des zur Blüh- 
reife führenden Prozesses eher behindern als fördern; auf diese Weise 
würde verständlich, daß Stockholm-Pflanzen eine Phase durchlaufen, 
in der eine Kältebehandlung nur einen sehr geringen Vernalisations- 
effekt zeitigt. 


Eine solche Vorstellung setzt aber voraus, daß sich die winter- 
annuelle Rasse Stockholm von einer nicht-kältebedürftigen wie der Rasse 
Limburg, in wenigstens 2 Genen unterscheidet, deren jedes entsprechend 
der Ein-Gen-ein-Ferment-Hypothese für eine (der thermostabilen Phase 
vorausgehende oder folgende) thermolabile Zwischenstufe zuständig 
wäre. Diese Voraussetzung trifft auch — zumindest in bezug auf die 
Zahl der beteiligten Gene — tatsächlich zu, wie frühere Untersuchungen 
(Narr-Zınn 19578) gezeigt haben. 


Wie verhält es sich nun mit den hier besprochenen Kreuzungs- 
nachkommenschaften ? Soll die für Stockholm entwickelte Deutung 
jener Phase geringer Vernalisierbarkeit allgemein gelten, so wäre auch 
für die Linie H 53 zu fordern, daß sie sich von Limburg, durch mindestens 
2 Gene unterscheide, von denen eines ein vor, ein anderes ein hinter 
einer thermostabilen Phase gelegenes wärmeempfindliches Zwischen- 
stadium kontrollieren würde. Neuere Untersuchungen, von denen bei 
späterer Gelegenheit zu sprechen sein wird, haben gezeigt, daß auch 
diese Annahme im Hinblick auf die Zahl der beteiligten Faktoren zu 
Recht besteht. Eines der (wenigstens zwei) in Rede stehenden Gene ist 
dasselbe, in dem sich auch die Linien H 36 und H 43 von Limburg, 
unterscheiden. Darüber hinaus differiert die Linie H 53 noch mindestens 
in einem weiteren Gen, das gleichfalls ein Kältebedürfnis induziert, von 
Limburg,. Die erwähnten Linien sind bezüglich dieser Gene homozygot. 

Offen ist noch die Frage nach der Zahl der am Vernalisationsbedürfnis 
der Linie H 51 und der Rasse Zürich beteiligten Gene; auch ist noch 
nicht bekannt, ob sich die Linien H 36 und H 43 durch mehr als ein 
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,,Vernalisations-Gen‘‘ von Limburg, unterscheiden. Immerhin muß mit 
der Möglichkeit gerechnet werden, daß selbst Pflanzen, die eine Phase 
geringerer Vernalisierbarkeit durchlaufen (wie etwa die H 36- und 
H 43-Nachkommen im zweiten Hohenheimer Versuch oder wie die im 
Dunkeln vernalisierten H 51-Nachkommen im letzten Kölner Versuch), 
sich nur durch ein Gen von einer nicht-kältebedürftigen Form unter- 
scheiden. Diese Möglichkeit wird durch die schon kurz (Anm. 1, S. 422) 
erwähnten unveröffentlichten Befunde von GoTT, FRIEND und JEwiss 
(vgl. Purvis, im Druck) bei Petkuser Winterroggen unterstrichen, der 
sich nach Purvıs (1939) durch nur ein Genpaar von Petkuser Sommer- 
roggen unterscheiden soll. Bemerkenswerterweise trat aber bei Winter- 
roggen und den Arabidopsis-Linien H 36, H 43 und H 51, die vielleicht 
nur in einem Genpaar von der nicht-kältebedürftigen Form abweichen, 
eine vorübergehende Abnahme der Vernalisationsbereitschaft nur für 
den Fall ein, daß die Kältebehandlung bei Dunkelheit erfolgte. Die 
Arabidopsis-Rasse Stockholm und die Linie H 53, die sich erwiesener- 
maßen von einer früh-sommerannuellen Form in wenigstens 2 Faktoren- 
paaren unterscheiden, ließen dagegen auch dann eine Phase geringerer 
Vernalisierbarkeit erkennen, wenn die Kältebehandlung bei Licht statt- 
fand. 

Unter den früher erörterten Hypothesen über den Vernalisationsprozeß bei 
Arabidopsis thaliana befindet sich auch die ,,Zwei- Wege-Hypothese“ (vgl. S. 424). 
Auch sie eignet sich zur Interpretation bestimmter hier geschilderter Befunde, 
die mit schwach kältebedürftigen Arabidopsis-Linien erzielt wurden. 

Wenn das Vernalisationsbedürfnis der winterannuellen Rasse Stock- 
holm, wie wir gehört haben, durch mehrere ‚Vernalisations-Gene‘“ zu- 
stande kommt, dann überrascht es nicht, daß Linien, die nur das eine 
oder andere ,,Vernalisations-Gen“ besitzen, sich auch bezüglich der 
Rolle, die Licht und Dunkelheit während der Kältebehandlung bei der 
Stabilisierung des Vernalisationseffektes spielen, von Stockholm unter- 
scheiden (vgl. Abb.5, 7 und 9). Die diesbezüglichen Beobachtungen 
ausführlicher zu diskutieren, wird sich eher lohnen, wenn über die 
genetischen Grundlagen des Vernalisationsbedürfnisses der einzelnen 
hier besprochenen Arabidopsis-Linien Genaueres bekannt sein wird. 


Nur auf eines sei abschließend noch hingewiesen. In der Einleitung 
zu der vorliegenden Studie wurde gezeigt, daß bei denjenigen Pflanzen, 
die bislang im Hinblick auf die Relation zwischen Vernalisationseffekt 
und Alter untersucht worden waren, vier (wenn nicht fünf) verschiedene 
Reaktionstypen unterschieden werden können (vgl. Abb. la—e und 2a, 
vielleicht auch 1d). Durch geeignete Kombinationen von Genen und 
Umweltbedingungen war es möglich, bei Arabidopsis thaliana neben der 
bereits bekannten Verhaltensweise (Abb. 2a) auch die beiden in Abb. 1b 
und 1 c dargestellten Reaktionstypen zu erzielen. Damit konnte erstmals 
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gezeigt werden, daß auch die Abhängigkeit des Vernalisationseffekts 
vom Alter der Pflanzen einer genetischen Analyse zugänglich ist, die 
zugleich neue Aufschlüsse über den Mechanismus des Vernalisations- 
vorganges erhoffen läßt. 


Zusammenfassung der Hauptergebnisse 

Bei 1954—1956 in Hohenheim ausgeführten Versuchen durchliefen 
Pflanzen der winterannuellen Rasse Stockholm von Arabidopsis thaliana 
etwa im Alter von 45 Tagen ein Stadium stark verminderter Vernalisa- 
tionsbereitschaft. Bei einem ähnlichen, 1957 in Köln durchgeführten 
Experiment sprachen dagegen 6 Tage alte Keimlinge auf Vernalisation 
am wenigsten an. In der Annahme, daß für dieses unterschiedliche 
Verhalten die verschiedenartigen Lichtverhältnisse vor, während und 
nach der Vernalisation (Tabelle 4) verantwortlich seien, wurde zunächst 
die Rolle von Licht und Dunkelheit während der Kältebehandlung 
untersucht. Dabei zeigte sich, daß die während der Kälteexposition 
herrschenden Lichtverhältnisse den Zeitpunkt geringster Vernalisierbar- 
keit nicht bestimmen. Wohl aber ist das Blühalter bei bis zu 5 Wochen 
alten Pflanzen nach Vernalisation bei Licht stärker herabgesetzt als 
nach Vernalisation bei Dunkelheit!. 

In diesem Zusammenhang wurde auch geprüft, inwieweit Licht und 
Dunkelheit während der Vernalisation die Reaktion der Pflanzen auf 
eine normalerweise devernalisierende Wärmebehandlung beeinflussen. 
Hierbei ergab sich, daß eine 4tägige 30°-Behandlung den größten 
Devernalisationseffekt bei solchen Pflanzen zeitigt, die unmittelbar vor 
der Kälteexposition ausgesät und bei Dunkelheit vernalisiert worden 
waren. Ein weit geringeres Maß von Devernalisation wurde erzielt, 
wenn die Pflanzen bei Licht vernalisiert worden oder älter waren oder 
wenn zwischen Kälte- und Wärmebehandlung ein 4tägiger Aufenthalt 
bei Licht und 20° C eingelegt worden war. Devernalisation war praktisch 
unmöglich, wenn (nach Lichtvernalisation) die 30°-Behandlung bei Licht 
erfolgte! oder die Pflanzen zu Beginn der Vernalisation fünf oder mehr 
Wochen alt waren. Bezüglich der Diskussion dieser Befunde sei auf 
S. 422ff. verwiesen. 

Gleichartige Versuche wechselnden Umfangs wurden mit der spät- 
sommerannuellen Rasse Zürich sowie mit den Linien H 36, H 43, H 51 
und H 53 vorgenommen, die aus der Kreuzung einer Stockholm-Pflanze 
mit einem Exemplar der früh-sommerannuellen, nicht-kältebedürftigen 
Rasse Limburg, hervorgegangen waren. 

Eine Phase herabgesetzter Vernalisationsbereitschaft wurde nur bei 
der Linie mit dem größten Kältebedürfnis, nämlich H 53, regelmäßig 

1 Dies gilt auch für die Linien H 51 und H 53, von denen weiter unten die 
Rede ist. 
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festgestellt. Sowohl unter den Hohenheimer als auch unter den Kölner 
Verhältnissen war dieser Zustand hier stets bei 2—7 Tage alten Keim- 
lingen zu beobachten, was für Stockholm, wie gesagt, nur unter den 
Kölner Versuchsbedingungen galt. Devernalisation größeren Ausmaßes 
kann nur bei vom Aussaattag an im Dunkeln vernalisierten Pflanzen 
unmittelbar nach der Kältebehandlung stattfinden. Auch im Stadium 
verminderter Vernalisierbarkeit wächst der Vernalisationseffekt mit der 
Dauer der Kältebehandlung. 

Die etwas weniger kältebedürftige Linie H 51 gleicht insofern dem 
Petkuser Winterroggen, als nur im Falle der Dunkelvernalisation ein 
anfänglicher kleiner Abfall der Vernalisationsbereitschaft zu bemerken 
ist. Devernalisation durch einen 4tägigen Aufenthalt bei 30° und 
Dunkelheit ist bei dieser Linie bei Pflanzen aller Altersstufen selbst 
nach (40tägiger) Vernalisation im Dunkeln praktisch unmöglich. 

Pflanzen der nur schwach kältebedürftigen Linie H 43 kamen nach 
Dunkelvernalisation in einem Versuch ungefähr gleichzeitig zur Blüte, 
unabhängig davon, ob sie bei Beginn der Kälteexposition 0, 6, 19 oder 
31 Tage alt waren, während in einem anderen Versuch eine anfängliche 
Abnahme der Vernalisierbarkeit zu verzeichnen war. Wenn die Vernalisa- 
tion dagegen bei Licht erfolgte, war die Zeitspanne zwischen dem Ende 
der Kältebehandlung und dem Beginn der Blütenentfaltung — wie 
etwa bei Roter Bete — um so kürzer, je älter die Pflanzen bei Vernalisa- 
tionsbeginn waren. — Die Linie H 36 und die Rasse Zürich verhielten 
sich im wesentlichen ähnlich wie die Linie H 43. 

Die vorliegenden Befunde zeigen, daß bei Arabidopsis thaliana die 
Relation zwischen dem Alter der Pflanzen zu Beginn der Kältebehand- 
lung und der Größe des Vernalisationseffekts innerhalb weiter Grenzen 
durch die Kombination bestimmter Gene und durch die Einwirkung 
bestimmter Aufzuchtbedingungen modifiziert und dabei den Verhält- 
nissen angeglichen werden kann, die gewöhnlich bei anderen Pflanzen- 
arten anzutreffen sind. Diese Ergebnisse werden auf S. 440ff. vor 
allem im Hinblick auf die genetischen Grundlagen des Vernalisations- 
bedürfnisses besprochen. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, die diese Untersuchungen auf mannig- 
fache Weise gefördert hat, sei auch an dieser Stelle gebührend gedankt. Mein 
Dank gilt weiter allen denen, die mich bei der Durchführung der Versuche unter- 
stützten, vornehmlich Fräulein Kara Ramm für ihre gewissenhafte Mitarbeit. 
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